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Duedonal enterosit, hepatosit, eritroblast ve makrofajlardaki demir metabolizmasi.
Karaciger hiicresine transferrine bagli olan ve olmayan demirin alinma yollar1.
Hiicresel demir dengesinin diizenlenmesi.

Hepsidinin goriiniimii.

Hepsidin diizeyini azaltan ve artiran faktorler ve viicut demirine etkisi.

Hepsidin sentezinin diizenlenmesi.

Talasemi major, talasemi intermedia ve kontrol grubu serum ferritin diizeyleri.

Talasemi major, talasemi intermedia ve kontrol grubu serum prohepsidin diizeyleri.



SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

™ : Talasemi Major

Ti : Talasemi Intermedia

LIC : Liver Iron Concentration (Karaciger Demir Yiikii)

HbF : Hemoglobin F

SQUID :Superconducting Quantum Interference Device (Superiletken Kuantum
Girisim Cihaz1)

MRI : Magnetik Rezonans Goriintlileme

NTBI : Transferrine Bagli Olmayan Demir

DFO : Desferrioksamin

DFP : Deferipiron

DFS : Deferasiroks

RNA : Riboniikleik Asit

DNA : Deoksiribontikleik Asit

DMT1 : Divalent Metal Transporter 1

HCP-1 : Heme Carrier Protein-1(Hem Tasiyici1 Protein-1)

HO-1 :Hem Oksijenaz-1 (HO-1)

TfR : Transferrin Reseptorii

T{R1 : Transferrin Reseptorii 1

T{R2 : Transferrin Reseptorii 2

IL-6 : Interlokin-6

TGF : Transforming Growth Factor (Transforme Edici Biliylime Faktorii)

ZIP-14 : Zrt-Irt-like Protein 14

ATP : Adenozin Trifosfat

STEAP : Six-Transmembran Epitelyal Antijen Prostat Protein

STEAP3 : Six-Transmembran Epitelyal Antijen Prostat Protein 3

DCytb : Askorbat Bagimli Duodenal Sitokrom b

IRE : Iron Responsive Elements (Demir Yanitli Elementler)

IRP : Iron Regulatuar Proteins (Demir Diizenleyici Proteinler)

HFE : Hemokromatozis Proteini

ALAS : Aminolevulinik Asit Sentaz



MtF
Fe-S
HAMP
BMP
SMAD
HIV
KCFT
CRP
SGOT
SGPT
ELISA
GDF 15
OHA
HH

: Mitokondrial Ferritin

: Demir Siilfiir

: Insan Hepsidin Geni

: Bone Morphogenetic Protein

: Drosophilia protein [MAD] ve C.elegans protein [SMA]’nin kombinasyonu
: Hemojuvelin

: Karaciger Fonksiyon Testleri

: C-Reaktif Protein

: Serum Glutamin Oksalasetat Transaminaz

: Serum Glutamin Piruvat Oksalasetat Transaminaz

: Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

: Growth Differantiation Factor 15 (Biiylime Farklilagtirma Faktorii 15)
: Orak Hiicreli Anemi

: Herediter Hemokromatozis

: Kronik Bobrek Yetmezligi
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GIRIS VE AMAC

Talasemi major (TM) ve talasemi intermedia (TI)’l1 hastalarda viicutta asir1 demir
birikimi olmaktadir. Viicutta biriken demirin baslica kaynagi; TM’lu hastalarda verilen kan
transfiizyonu iken, TI’li hastalarda barsaktan asir1 demir emilimidir. TM’lu hastalarda da
barsaktan demir emilimi artmaktadir. Diizenli kan transflizyonu yani sira viicutta biriken
demirin demir gelatorleri ile atimasinin saglanmasi talasemide tedavinin esasini
olusturmaktadir. Bu koruyucu tedavi ile viicutta fazla olan demirin baslica kalp, karaciger ve
endokrin organlarda birikmesi Onlenerek, komplikasyonlara bagli morbidite ve mortalitenin
en aza indirilmesi saglanir (1,2).

Son yillarda demir metabolizmasinin negatif diizenleyicisi olan hepsidinin
kesfinden sonra talasemi hastalarinda yapilan caligmalarda barsaktan demir emilim artig
nedeninin hepsidin sentezinde azalma olabilecegi ifade edilmektedir (3). Insan hepsidin geni
84 aminoasitlik preprohepsidini kodlamakta, bu form endoplazmik retikulumda enzimatik
parcalanma ile 60 aminoasitlik prekiirsor olan prohepsidin haline gelmekte ve daha sonra 25
aminoasitlik aktif hepsidine ya da 22 ve 20 aminoasitlik izoformlara doniismektedir (4).

Bu calismada amacimiz, TM ve TI hastalarindaki hepsidin hormonunun énciilii
olan prohepsidin diizeylerini inceleyerek barsaktan demir emilim artiginin bu hormona bagl
olup olmadigini arastirmak ve bu hormonun talasemi hastalarinin tedavisinde kullanilabilme

olasiligini degerlendirmektir.



GENEL BIiLGIiLER

TALASEMI
Tamm

Talasemi, hemoglobin molekiiliinii olusturan globin zincirlerinden birininin veya
daha fazlasinin yapilamamasi veya az miktarda yapilmasi ile karekterize siklikla otozomal
resesif nadiren de otozomal dominant gecisli kalitsal bir hastaliktir. ilk defa 1925 yilinda
Thomas Cooley ve Peart Lee isimli arastiricilar tarafindan Italyan kékenli ¢ocuklarda tarif
edilmistir. Ik olgularin cogu Akdeniz kdkenli ¢ocuklar oldugu igin, hastalik daha sonra
Yunanca’da “deniz” demek olan thalassa’dan yola ¢ikilarak talasemi olarak adlandirilmistir
(5,6).

Beta globin geni 11. kromozom, alfa globin geni ise 16. kromozom {izerindedir.
Beta globin zincir sentezi azlif1 veya yoklugunda beta-talasemi, alfa-globin zincir sentezi
azlig1 veya yoklugunda alfa-talasemi ortaya ¢ikar.
Patofizyoloji

TM’de beta globin zincir yapim hizinin azalmasina karsin alfa globin zincir yapim
hizi normal diizeyde kalir. Bunun sonucu olarak alfa globin zincirleri eritroid Onciillerde
birikerek inkliizyon cisimcikleri olusturur. Inkliizyon cisimleri membrandan iyon gegisini
bozarak eritrosit liimiine neden olurlar. Ayrica eritrositlerde artmig demir ve serbest plazma
demiride hiicre membraninda lipid pereksidasyonu yapararak serbest oksijen radikallerinin
olusumu ile hiicre 6liimiine yol acarlar. Bu olaylar, hem eritrositlerde hemolize hem de kemik
iliginde etkili olmayan eritropoeze neden olarak anemiye yol agmaktadir. Kronik anemi
eritropoetin sentezini artirarak kemik iliginde etkili olmayan eritropoezi daha ¢ok artirmakta
ve dolayistyla mediiller aralik genislemektedir. Ayrica artmig demir yiikii de hem
eritrositlerde hem de diger organlarda hiicre hasarina yol agarak komplikasyonlara neden olur
(7).

Beta talasemiler klinik olarak ii¢ grupta toplanir.

1. Semptomsuz tastyicilar (beta talasemi tasiyiciligi, beta talasemi mindr, beta
talasemi trait): Bir beta globin geni defektiftir. Tiirkiye’deki siklig1 %2.1°dir. Klinik olarak

bulgu vermez ve tedavi gereksinimi yoktur (8).



2. Talasemi Intermedia: Talasemi minor ile TM aras1 klinik ile karakterize
talasemiler T olarak adlandirilmaktadir. Klinik ve hematolojik olarak olarak TM kadar agir
olmayan ancak talasemi minorden daha agr seyirle karakterize hastalar TI kabul
edilmektedirler. Ancak giiniimiizde molekiiler ve genetik tekniklerdeki ilerlemeler ile TI’ya
yol agan molekiiler genetik defektlerin belirlenmis olmast TI kliniginin daha iyi
tanimlanmasimi ve ayirt edilmesini saglamustir. Ti’da klinik ¢ok heterojendir eriskin hayata
kadar tamamen asemptomatik hastalar olabilecegi gibi hastalarin biiyiik cogunlugu genellikle
transflizyon gereksinimi olmaksizin sadece hafif bir anemi ile karakterizedirler. Daha agir
klinik ile karakterize TI’l1 hastalar ise genellikle 2-6 yas arasinda tam alirlar nadiren veya
transflizyon gereksinimleri olmaksizin yasamlarmni devam ettirirler, ancak biiylime ve
gelismelerinde gecikmeler eslik edebilir. TI’l1 hastalarda uygun tedavi yapilabilmesi i¢in Ti
kliniginin erken donemde belirlenmesi, TM tanis1 alarak gereksiz erken tranflizyon ve
transfiizyon komplikasyonlarini dnleyecektir. Ancak her zaman TM-TI ayrimi kolaylikla
yapilamamaktadir, bu nedenle klinik, hematolojik, genetik ve molekiiler teknikler kullanilarak
uygun tedavi yapilabilmesi i¢in ayirt edilmelidirler (9).

3. Beta Talasemi Major (Cooley Anemisi): Klinik bulgular postnatal donemde
yavas geligir. Fetus ve yenidogan klinik olarak normaldir. Yenidoganda hemoglobin F (HbF)
orani yiiksektir (%70-90), 12 aylikta HbF %]l ‘e iner. Ug ayliktan sonra gama gen yapimi
durur ve beta gen yapimi baslar. Anemi bundan sonra belirginlesir. Yasin ilerlemesi ile
ekstramediiller hematopoez bulgular1 ve demir birikimine ait bulgular goriiliir.

e Hepatik fibroz ve siroz

o C(iltte koyulasma (demir melanin iiretimini artirir)

e Kardiyomiyopati (aritmiler, konjestif kalp yetmezligi, tekrarlayan perikardit)

e Endokrinopati [diyabet (bronz diyabet), sekonder hipopitiiitarizm,
hipoparatroidi, hipotroidi, biliylime gecikmesi, puberte gecikmesi, adrenal
yetmezlik]

Biiyiime ve gelismeyi saglamak, ekstrameduller hematopoezisi ve barsaklardan

demir emilimini azaltmak, splenomegali ve hipersplenizm gelisimini ertelemek i¢in TM’lu
cocuklara diizenli kan transfiizyonu yapmak gerekir. Ancak bir {inite eritrosit siispansiyonu

yaklagik olarak 200-250 mg demir icermektedir (10,11).



DEMIR BiRIKiMININ DEGERLENDIRILMESI
1.Karaciger Demirinin Ol¢iimii

Viicutta depolanan demirin %90’dan fazlas1 karacigerde depolanir. Bu nedenle de
karaciger demir yiikiiniin (LIC) 6l¢iimii viicut demir yiikiinii belirlemede biiyiik 6nem tagir.
LIC ile total viicut demir yiikii arasinda lineer bir iligki vardir ve demir selasyon tedavisinin
etkinligini belirleme ve dozunu ayarlamada 6nem tagimaktadir. LIC 6l¢limiinde altin standart
olarak kabul edilen yontem karaciger biyopsisidir. Bu yontemle ayn1 zamanda histopatolojik
inceleme de yapilabilmektedir. Ancak invaziv; agrili bir girisim olmasi, kanama ve
enfeksiyon riski tagimasi, tecriibeli doktorlara ve gelismis laboratuvar tekniklerine ihtiyag
duyulmasi, elde edilen 6rnek biiyiikliigiliniin karacigere gore kiiclik olmasi ve karacigeri temsil
edemeyebilmesi, fibrotik bantlara rastlayan biyopsi orneklerinde demirin yanilticit olarak
diistik bulunabilmesi ve kalpteki demir ile korelasyon gostermemesi bu yontemin dezavantajl
yanlaridir (12,13).

Normalde mg/g kuru karaciger agirlig1 olarak LIC degeri 1.2 iken, 3-7 hafif, 7-15
orta derece, >15 agir demir birikimini isaret etmektedir (14).
2.Serum Ferritin Diizeyinin Ol¢iimii

Viicut demir depolarinin en sik kullanilan indirekt gdstergesidir. Olgiimiiniin basit
ve ucuz olmasi, tekrarlanan Olciimlerin selasyon tedavisinin izleminde faydali olmasi,
morbidite ve mortalite ile pozitif korelasyon gostermesi gibi avantajlari; demir birikiminin
indirekt gostergesi olmasi, akut faz proteini oldugu icin hepatit, diger enfeksiyonlar,
enflamasyon ve karaciger hasar1 gibi durumlarda artmasi, C vitamini eksikliginde azalmasi,
seri Ol¢ctimler gerektirmesi gibi dezavantajlar1 s6z konusudur. Serum ferritin diizeyi normalde
<300 ng/ml olup, 1000- 2500 ng/ml aras1 degerler orta, 2500 ng/ml tizerindeki degerler agir
demir yiiklenmesine igaret eder (15).
3. Superiletken Kuantum Girisim Cihaz1 (Superconducting Quantum Interference
Cihazi; SQUID)

Karaciger demir yogunlugunun dogrudan dl¢limii i¢in basarili, invaziv olmayan
bir teknik olarak kabul edilmekte ise de ¢ok pahali ve uygulamasi zor bir teknolojidir.
Diinyada sadece birka¢ merkezde bulunmaktadir. Biyopsi sonucu saptanan LIC degeri ile

lineer korelasyon gosterdigi kanitlanmistir (16).



4. Magnetik Rezonans Goriintiilleme Yontemi (MRI)

Giivenli, girisimsel olmayan bir tekniktir. Ancak heniiz yayginlagmamigtir. MRI
R2 olgiimleri, karaciger biopsisi LIC degerleri ile korele bulunmustur. 1.8 mg/g kuru
karaciger agirlig1 tizerindeki demir diizeylerini dogru olarak saptayabilmektedir. Pahali olmasi1
ve yaygin bulunmamasi kullanimini sinirlamaktadir (12). Kalpte demir birikimi ile iliskili
kalp yetmezligi talasemi olgularinda en sik 6liim nedenidir. Bu nedenle, miyokardiyal demir
birikimine 151k tutacak invaziv olmayan yontemler, kardiyak riski belirlemek amaci ile siirekli
arastirtlmaktadir. Kardiyak T2* MRI, gradient eko goriintiiler araciligr ile kalp demir
yogunlugunu belirlemede artik standardize olmus bir yontemdir. Kalp yetmezligi olan
talasemi hastalarinin ¢ogunda (%89), kalp MRI T2* siddetli demir birikimini gdstermistir
(17). Karaciger demir birikimi ile kalp demir birikimi arasinda anlamli korelasyon olmadigi
da bu yontemle gosterilmistir. Ejeksiyon fraksiyonu %55’in altina diisiinceye kadar kalple
ilgili semptomlar ortaya ¢ikmamaktadwr. Bu nedenle kalpte demir birikimi takibi i¢in
ekokardiografi kullanilamamakta, bu invaziv olmayan yontem ile ancak kalp fonksiyonu
bozulunca bilgi sahibi olunmaktadir. Kalp fonksiyonu bozulmadan Once kalpte demir
birikiminin varligini ve siddetini bize bildirecek olan invaziv olmayan yontem ise kardiyak
T2* gradient eko Olgiimleridir. Normal kalp MRI T2*; >20 msn olup 14-20 msn; hafif, 8-14
msn; orta, <8msn ise siddetli demir yiikiine karsilik gelmektedir (18). Selasyon tedavisinin

monitorizasyonu Tablo I’de gosterilmistir.

Tablo I. Selasyon tedavisinin monitorizasyonu (18).

Izlem araci Amacg Monitorizasyon
Serum ferritin diizeyi 500-1000 ng/ml 3 ay ara ile kontrol
Karaciger R2 MRI 3.2-7 mg/g kuru agirlik 1-2 yi1l ara ile kontrol
Kalp T2*MRI >20 msn 1-2 yil ara ile kontrol

Kan transfiizyonlari, hemoliz ve barsaktan demir emiliminin artmasi nedeniyle
viicutta demir birikimi olur. Intraselliiler demir yiikiinii azaltmak, serbest ekstraselliiler demiri
baglamak ve demir yiikiinii normale indirmek i¢in i¢in:

1. Ferritin diizeyi >1000 g/L ye ulaginca ya da,




2. Diizenli transflizyon 1. yilin1 doldurdugunda ya da,

3. Yaklasik 12-15 kez transfiize edildikten sonra ya da,

4. Karaciger demir yogunlugu 3.2 mg/g kuru karaciger dokusu diizeyine

ulasanlarda demir baglayici tedavi baslanir.

LIC, hastalarm klinik seyri uygun transfiizyon ve demir selasyon tedavisi alip
almamasina baghdir. Demir selatorii olarak gilinlimiizde, desferrioksamin (DFO), deferipiron
(DFP), desferrioksamin-oral deferipiron kombinasyonu ya da oral deferasiroks (DFS)

kullanilmaktadir (1,2).

DEMIR SELATORLERI ve DIGER TEDAVi YONTEMLERI
Desferrioksamin (DFO)

Hekzadentate (6 disli) bir demir selatoriidiir. Tek bir DFO molekiilii 1 demir
atomunun 6 koordinasyon alanmin tamamini baglar ve stabil demir:selator kompleksi (1:1)
olusturur. Biiyiik molekiil agirliklt olup gastrointestinal sistemden emilmez. Karaciger ve
retikuloendotelial sistemdeki selate edilebilir demir havuzuna ve transferrine bagli olmayan
demire (NTBI) baglandiktan sonra hem karaciger hem de bobrek yolu ile atilir. Talasemi
major olgularinda DFO subkutan veya siirekli infiizyon ile 25-50 mg/kg dozunda ve 8-12
saatte, haftanin 5-7 giinli uygulanmaktadir. En 6nemli 6zelligi kardiyak komplikasyon riskini
azaltmasi ve mortalite oranmni diisiirmesidir (2). Yan etkileri infiizyona bagli endurasyon ve
eritem, ¢inko eksikligi, yiikksek dozlarda sensorinoral isitme kaybi, retinal ve optik sinir hasari,
biiyiime geriligi, iskelet degisiklikleri ve pulmoner toksisiteye bagli solunum sikimtisidir (19).
Deferipron (DFP)

Oral olarak kullanilan bidentate bir demir selatoriidiir. Bir demir atomunun 6
koordinasyon alanini baglamak i¢in 3 defepiron molekiilii (1:3) gerekir. Glukuronidasyonu
izleyerek baslica bobrekler yoluyla atilir. DFP’nin 75-100 mg/kg/gilin dozunda 8 saat aralarla,
ana Ogiinlerle, bol su ile alimmasi Onerilir. DFO’dan farkli olarak kalpte yiiklenmis olan
demirin atiliminda daha etkindir (2). DFO ile kombine kullanimi DFO kullanim sikligini
azaltt1g1 i¢in hasta uyumunu artirmis, daha etkin bir demir atilimina olanak saglamistir. En sik
goriilen yan etkisi bulant1 ve kusma, en ciddi yan etkisi ise notropeni ve agraniilositozdur.
Artralji, ¢inko eksikligi goriilebilir (20).

Deferasiroks (DFS)



Gilinde tek ve doz oral kullanilan tridendate bir demir selatoriidiir. Bir demir
atomunun 6 koordinasyon bdlgesini baglamak icin 2 deferasiroks (1:2) molekiilii gerekir.
Karacigerde metabolize edilip fegesle (<%10 idrarla) atilir. Suda eriyebilir tablet formundadir.
Giinde tek doz kullanim1 24 saat yeterli selasyon etkinligi saglar. Yemekten 30 dakika dnce
100-200 ml su, elma suyu ya da portakal suyu i¢inde siispansiyon haline getirilip igilir.
Onerilen baslangic dozu ayhk kan tiiketimi 14 ml/kg’in altinda eritrosit transfiizyonu
alanlarda 20 mg/kg, 14 mlkg’in {lizerinde transfiizyon alanlarda 30 mg/kg’dir.
Gastrointestinal ~ sistem  bulgulari, serum kreatinin diizeyinde artma, Kkaraciger
fonksiyonlarinda bozulma, ciltte dokiintii, lens opasitesi ve isitme kaybi gibi yan etkiler
goriilebilir (2).

Invitro olarak kalp hiicreleri ve subselliiler kompartmanlara girebildigi ve kalp
hiicrelerinden demiri uzaklastirdig1 preklinik ¢aligmalarda gosterilmistir (21).

Talasemi intermediada Selasyon Yonetimi

TM olgularina gore TI olgularinda demir daha yavas birikime ugramakta ve
serum ferritin diizeyleri viicut demir birikimini yansitmakta yetersiz kalmaktadir. Bu nedenle
serum ferritin degerleri 500-1000 ng/ml bulunan olgularda karaciger demir diizeyinin dl¢timii
onerilmekte ve karaciger demir yogunlugu >7 mg/g kuru karaciger agirlig1 iizerinde ise demir
selasyonu baslatilmaktadir. Bu olgularda demir birikiminde azalma ¢ok daha hizli oldugu icin
DFP ve DFO’in standart dozlarindan daha diisik dozlarda ve yakin monitorizasyonla
uygulanmasi dnerilir (2).

Talasemi Majorda Splenektomi

TM’de etkin transfiizyon rejimi splenomegali ve hipersplenizm gelisimini
geciktirmektedir. Boylece splenektomi yasamin 2. dekadi ve sonrasina ertelenebilmektedir.
Postsplenektomik enfeksiyon riski nedeniyle 5 yas dncesinde splenektomi onerilmemektedir.
Splenektomi karar1 transfiizyon Oncesi hemoglobin seviyelerini 9-9,5 gr/dl seviyelerinde
stirdiirebilmek icin gerekli eritrosit slispansiyonu tiikketimi 200-250 ml/kg/y1l1 astiginda verilir
(2).

Talasemi Majorda Hematopoetik Kok Hiicre Transplantasyonu

Giiniimiizde talasemi major hastalar1 i¢in tek kiiratif tedavi yontemi hematopoetik
kok hiicre transplantasyonudur. Transplantasyon basarisi agisindan hastalarin hematopoietik
kok hiicre transplantasyon Oncesi yeterli diizeyde, diizenli olarak ve giivenli kan transfiizyonu

almis olmalar1 ve demir selasyon tedavisini en etkin diizeyde kullanmis olmalarinin énemi



cok fazladir. Doku tipi tam uygun kardes varliginda demir birikimine bagli doku hasari
gelismeden Once en kisa siire icerisinde kardesten hematopoietik kok hiicre transplantasyon
uygulanmast Onerilmektedir. Doku tipi uygun kardesi olmayan TM hastalar1 i¢in
preimplantasyon genetik tan1 ve HLA uygun kardesin seciminden sonra doku tip uygun

kardesten transplantasyon da onerilmektedir (22).

DEMIRIN ONEMI ve DEMIR METABOLIZMASI
Demirin Onemi

Demir, insanlar ve tim memeliler i¢in esansiyel olan bir elementtir ve yasamsal
oneme sahiptir. Elektron alip verme 6zelligi nedeni ile oksijen tagmmmasi, enerji yapimui,
riboniikleik asit (RNA), deoksiriboniikleik asit (DNA) ve protein sentezinde yer alir. Pek ¢ok
enzimin yapisi ve fonksiyonu i¢in gereklidir (23).

Demir Dagilim

Insan viicundadaki demir miktar1 3-4 gramdir. Viicuttaki demirin %65’
hemoglobinde, %22’si hemosiderin ve ferritinde, %10’u miyoglobinde, %3’l sitokrom,
katalaz gibi enzimlerde ve %0.1 oraninda da transferrinde bulunmaktadir (24).

Demir Emilimi

Diyette demir, hemoglobin ve myoglobinden kaynaklanan organik hem demiri ve
et dis1 kaynaklardan alinan hem kaynakli olmayan demir (inorganik demir) seklindedir. Bu
demirin, %90’1 hem kaynakli olmayan demiri, %10’u hem demiri formundadir. Demir
duedonum ve jejunum proksimalinden emilir. Bu iki demirin emilim yollar1 birbirinden
farklidir (25).

Hem kaynakli olmayan demir, ii¢ degerlikli olup ferrik rediiktaz ile iki degerlikli
demire indirgendikten sonra Divalent Metal Transporter 1 (DMT1) yoluyla barsak hiicresine
alinir (Sekil 1) (26).

Hem kaynakli olmayan demir emilimi i¢in bu demirin mide asidiyle temasi1
gerekir. Besinlerde bulunan oksalat, fosfat, fitat ve tanninler demir ile suda ¢dzlinmeyen
bilesikler olusturarak emilimi azaltirken, askorbik asit ve aminoasitler emilimi artirir. Diyetle
alinan non hem demirin %35 gibi ¢cok az bir kismi1 emilir (27).

Hem demiri iki degerliklidir ve barsak epitel hiicresi lizerindeki heme-carrier-

protein-1; hem tasiyici protein-1 (HCP-1) ile hiicre i¢ine alinir ve hem oksijenaz-1 (HO-1) ile



serbest demire ve biliverdine ayrisir (Sekil 1). Hem demirinin %30’u emilir ve diyetsel
faktorlerden ve mide asiditesinden emilim etkilenmez (4, 26).

HCP-1 ile serbestlenen hem demiri ve DMT1 ile emilen hem kaynakli olmayan
demiri ayn1 yolu izleyerek. ferritin seklinde depolanir ya da demir ihtiyacina gore enterosit
basolateral membraninda bulunan insandaki tek demir aticis1 olan ferroportin ile transferrine
tagmir (28). Transferrine baglanabilmesi icin Oncelikle seruloplazmin benzeri bir
transmembran proteini olan hephaestin ile ti¢ degerlikli demire okside edilir (Sekil 1) (26).
Demir gereksinimi olan hiicre tarafindan transferrin reseptorii 1 (TfR1) ile hiicre i¢ine alinir

(28).
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Sekil 1. Duedonal enterosit, hepatosit, eritroblast ve makrofajlardaki demir metabolizmasi

(26).

Demirin Tasinmasi



Transferrine yiiklenen demir, portal dolasimdan ¢ogu eritropoezde kullanilmak
iizere kemik iligindeki eritrosit dnciil hiicrelerine tasinir. Her transferrin molekiilii iki tane

ferrik demiri giiclii bir sekilde baglar (Sekil 1) (29).

Demirin Hiicreler Tarafindan Alinmasi

Transferrine bagli demir hiicre i¢ine transferrin reseptdrii (TfR) araciligiyla alinir.
Iki ayr1 genle kodlanan, TfR1 ve transferrin reseptdr 2 (TfR2) seklinde iki farkli TfR vardr.
TfR1 enterosit kript bazolateral kismmda ve demiri transferrinden alan tiim hiicrelerde en
cokta kemik iligi eritrosit dnciillerinde eksprese edilirken, TfR2 en ¢ok karacigerde eksprese
edilmektedir. Transfferine bagli demirin reseptdr bagimsiz emilimi de s6z konusudur (Sekil 2)
(29).

Normal kosullarda transferrinin demirle satiirasyonu %30 oranindadir.
Transferrinin demir baglama kapasitesi tamamen doldugunda plazmada NTBI olusur (30). Bu
demir Ozellikle karaciger, kalp hiicresi ve endokrin hiicrelere kolaylikla girebilir. Karaciger
hiicresi tarafindan DMT-1 ve Zrt-Irt-like protein 14 (ZIP-14) araciligiyla hiicreye alinirken
(Sekil 2), kalp kas1 hiicresine kalsiyum kanallar1 araciligiyla girmektedir (29,31).

Transferrine bagh olmayamn demir (NTBI)
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Sekil 2. Karaciger hiicresine transferrine bagli olan ve olmayan demirin alinma yollar1 (29).



Karaciger tarafindan NTBI alimi1 kobalt, ¢inko, mangan ve nikel gibi divalan
metallerle inhibe edilir. Hiicre i¢inde demir depo proteinleri satiire oldugu zaman sitrat,
adenozin difosfat gibi ¢esitli diisiik molekiil agirlikli proteinlere zayif olarak baglanir (labil
demir) ve serbest oksijen radikalleri olusturarak hiicre hasarina neden olur (32). Labil demir
en toksik NTBI fraksiyonudur (29).

Demir hiicre i¢cine TfR aracilifiyla endositoz yoluyla almir. Bu metabolik olay
plazmada dolasan monoferrik veya diferrik transferrinin hiicre yiizeyindeki reseptdriine
baglanmasi ile baglar. Tf-Fe molekiiliiniin hiicre yiizeyindeki reseptdre baglanmasindan sonra
T{R-Tf/Fe kompleksi klatrin kapli ¢cukurcuklarin invajinasyonuyla endozom seklinde hiicre
icine alinir ve adenozin trifosfata (ATP) bagimli proton pompasi tarafindan endozom i¢indeki
pH 5.5’lere diisiiriiliir. Buradaki asit ortamda transferrinin demire karsi afinitesi azalir ve
demir transferrinden ayrilir (26). Ferrik demir endozomda bulunan bir metallorediiktaz olan
six-transmembran epitelyal antijen prostat protein (STEAP) ailesinden olan STEAP3
tarafindan ferréz demire doniistiiriilir ve DMT-1 ile sitoplazmaya salmir. Yapilan
caligmalarda askorbat bagimli duodenal sitokrom b (DCytb)’si olmayan farelerde viicut demir
depolarinin  etkilenmedigi gosterilmis ve baska ferrireduktazlarin etkin olabilecegi
diistiniilmiistiir. En olas1 adayda STEAP olarak gdsterilmistir (33).

Sitoplazmada demir ya mitokondride hem sentezine ya ferritin seklinde
depolanmaya ya da diger metabolik islerde kullanilmaya gider. Bunun icin hiicre i¢indeki
demirin tek aticis1 olan ferroportin ile hiicre disina ¢iktiktan sonra seruloplazmin ile ferrik
demire doniistiiriiliip transferrine baglanir. Apotransferrin-reseptdr kompleksi ise endozom ile
birlikte tekrar hiicre yiizeyine transfer edilir. Hiicre ylizeyindeki nétral pH ile temas sonucu
apotransferrin reseptdre afinitesini kaybeder ve membrandan ayrilir. Boylece reseptor yiizeyi
tekrar kullanim i¢in hazir olur (Sekil 1) (26,34).

TfR1, matiir eritrositler disinda tiim hiicrelerde eksprese edilir. Bu ekspresyon en
yiiksek eritroblastlar, sinsityotrofoblastlar ve hizli proliferasyon gdsteren hiicrelerde
belirgindir. TfR ekspresyonu, demir yanitli elementler; iron responsive elements (IRE)-demir
diizenleyici proteinler; iron regulatuar proteins (IRP) sistemi tarafindan intraselliiler demir
seviyelerine gore diizenlenir. Diisiik intraselliiler demir diizeylerinde artarken, yliksek demir

seviyelerinde azalma olur (Sekil 3) (29,35).



TfR2 yapisal olarak TfRI1’e benzeyen bir tip transmembran glikoproteinidir.
TfR2, transferrine pH’a bagimli olarak ve TfR1’den 25-30 kez daha diisiik afiniteyle baglanir
(34).

Makrofajlar, demir dongiisiiniin siirdiiriilmesinde ana rolii oynayan hiicrelerdir.
Makrofajlar demiri TfRI1 araciligiyla veya yaslanan eritrositlerin fagositozu ile elde
etmektedir. HO-1 ile agiga ¢ikan demir, ferritin olarak depolanmakta ya da gerektiginde
ferroportin araciligiyla plazmaya salinmaktadir (Sekil 1) (26, 36).

Karaciger demir metabolizmasmda, dolasimdaki demirin depolanmas1 ve tekrar
kullanilmasinda santral bir rol oynar. Karaciger insanlarda plazma demir dongiisiiniin yaklagik
%8’inden sorumludur ve bunun cogunlugu hepatositler tarafindan gergeklestirilir (34).
Karacigerdeki demirin %80’1 ferritin veya hemosiderin seklinde kupffer hiicrelerinde depo
edilirken %5°’1 transferrine bagli %2’si hem demiri kalani ise labil ya da transit demir
havuzunda bulunur. Histolojik olarak, demir karacigerin periportal bdlgelerinin etrafinda
dagilmis halde bulunur ve daha az bir kismi ise sentrilobuler bolgelere dogru dagilmaistir.
Asir1 demir yiiklenmesi hastaliklarinda sentrilobuler kisim daha baskin hale gelir (37).

Ferritin suda eriyen 24 subunitten olusmus, 4500 demir atomu igeren bir
molekiildiir. Her bir ferritin, molekiil agirligi 21 ve 19 kilodalton olan hafif ve agir subunitten
birini igerir (29). Bu subunitlerin orani hiicre tipine gore farklhidir. Karaciger, dalak ve
plesentada daha ¢ok hafif formda ferritin (L-ferritin) igerirken, kalp, eritrositler ve
monositlerde baglica agir subunit (H-ferritin) igerir (38). Ferritin sentezi hiicre i¢i demir
yiiksekliginde artarken, demir azli§inda azalir. Bu diizenleme IRE-IRP ile yonlendirilir.

Hemosiderin, suda erimeyen bir molekiil olup en ¢ok kemik iligi ve karaciger

kupffer hiicrelerinde lizozomlarda bulunur (39).

DEMIR DENGESININ DUZENLENMESI

Demir, reaktif 6zelliginden dolay1 organizmada hasar olusturabildiginden, canlilar
esansiyel fonksiyonlar1 yerine getirecek ama hasar olusturmayacak kadar demirin
saglanabilmesi icin cesitli mekanizmalar gelistirmistir. Insanlarda demir yiiklenmesi
durumlarmda demir atilimmi arttiran fizyolojik bir yol bulunmadigindan, demir
metabolizmasi siki bir sekilde kontrol edilmektedir (4, 40).

Hiicresel Demir Dengesinin Diizenlenmesi



Hiicresel demir dengesinin diizenlenmesi ferritin, TfR, DMTI, ferroportin,
mitokondrial akonitaz ve aminolevulinik asit sentaz gibi demir proteinlerinin mRNA’lar1
tizerindeki IRE ile IRP arasindaki iliskiye baghdir. Ferritin, ferroportin ve aminolevulinik asit
sentazdaki (ALAS) IRE motifleri 5° bolgesindedir. Transferrin resoptor 1 ve DMTI1 gibi
demir transportunda yer alan proteinlerin IRE bdlgeleri onlar1 kodlayan mRNA’larin 3’
bolgesinde bulunurlar (Sekil 3). Hiicre icinde demir eksikligi oldugunda IRP’lerle IRE’ler
baglanirlar. Bu baglanma TfR ve DMT1’in degredasyonunu azaltip, translasyonunu artirirken,
ferritin, ferroportin ve ALAS’in sentezlerini durdurur. Hiicre dis1 demir konsantrasyonu
normal sinirlarda iken hiicresel demir dengesi IRP/IRE sistemi ile diizeyleri ayarlanan
proteinlerle diizenlenmekte, stoplazmik demir miktarina gére gereginde demir alimi gereginde
depolama yapilmaktadir. Hiicresel demir fazlaliginda ise IRP yapisal olarak degisip IRE’lere
baglanamayacagi i¢in TfR mRNA stabilizasyonu bozulup, degredasyonu artip hiicre demir
alimi dururken, ferritin sentezi artarak ortalikta bulunan demir de depolanir. IRP1 ve IRP2
seklinde iki farkli molekiiler formda IRP vardir ve her ikisi de IRE’ lere yiiksek baglanma
afinitesine sahiptir (35).
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Sekil 3. Hiicresel demir dengesinin diizenlenmesi (35).

Hiicresel demir dengesinin diizenlenmesinde sitokinlerin de rolii vardir. TNF-alfa,
interlokin 1, interlokin 6 (IL-6) ve interferon gama H-ferritin ve TfR1 sentezini uyarmaktadir
(41).

Sistemik Demir Dengesinin Diizenlenmesi



Hepsidinin kesfi ile sistemik demir dengesinin bu hormon ile saglandigi
anlagilmastir.
Hepsidinin Kesfi

Hepsidin ilk olarak 2000 yilinda, Krause ve ark. (42) tarafindan plazma
ultrafiltratindan izole edilmis ve liver-expressed antimicrobial peptid (LEAP-1) olarak
adlandirilmistir. Bagimsiz olarak, Park ve ark.(43) 2001 yilinda ¢esitli insan viicut stvilarinin
antimikrobiyal 0Ozelliklerini incelerken, idrarda karaciger kaynakli (hep-) ve invitro
antimikrobiyal 6zelliklere (-cidin) sahip yeni bir peptit bulmus ve hepatik bakteriyel protein
(hepcidin) olarak adlandirmislardir.

Hepsidinin Yapisi

Insan hepsidini, 19. kromozomun kisa kolunda (19q13.1) lokalize insan hepsidin
geni (HAMP) tarafindan eksprese edilmektedir. Fareler, domuzlar ve ¢esitli balik tiirleri
olmak iizere diger vertabralilarda da bu gen tanimlanmistir (4).

Insanlarda hepsidin biiyiik oranda karacigerde hepatositler olmak iizere, bdbrek,
kalp, iskelet kasi, beyin, makrofajlarda ve bakterilerle aktive olmus nétrofillerde sentez
edilmektedir (4).

HAMP geni iki intron ve {i¢ ekzon icermekte olup 84 aminoasitlik preprohepsidini
kodlar. Bu form daha sonra, endoplazmik retikulumda enzimatik parcalanma ile 60
aminoasitlik prekiirsor olan prohepsidin haline gelir. Daha sonra furin benzeri proprotein
konvertaz ile bioaktif 25 aminoasitlik hepsidin ortaya ¢ikar. Ayrica hepsidinin N-
terminalinden kesilmis 22 ve 20 aminoasitlik izoformlar1 da idrarda tespit edilmistir. Niikleer
manyetik rezonans spektroskopi ile yapilan caligmalarda, hepsidinin 8 sistein igeren ve 4
disiilfid bag: ile stabilize, biikiilmiis beta-tabakasi ile sa¢ tokasi goriinlimiinde bir peptit

oldugu gosterilmistir (Sekil 4) (4).



Biilkiiliis Beta
Tabakas

Sekil 4. Hepsidinin goriiniimii (4).
Hepsidinin Etki Mekanizmasi

Hepsidin, etkisini hepatositlerde, enterositlerde, retikiiloendotelyal makrofajlarda
ve plesantal trofoblastlarin yiizeyinde yogun bir sekilde bulunan bir bazolateral transmembran
proteini olan ferroportin iizerinden gdsterir. Ferroportine baglanmasi, onun internalizasyonuna
ve lizozomal degradasyonuna, sonu¢ olarak ta ferroportinin membrandan kaybina yol
acmaktadir (4).

Bu sekilde demirin plazmaya gecisi engellenir. Demir depolar1 yeterli veya
yiiksek oldugunda, karacigerde hepsidin liretimi artar, demir depolar1 diisiik oldugunda ise
hepsidin iiretimi azalir (28).

Hepsidinin Regiilasyonu

Hepsidin ekspresyonunun regiilasyonunda depo regiilatorlerinin, eritropoetik
regiilatorlerin, enflamasyon regiilatorlerinin rolii vardir (4).

Eritropoetik regulatorler, kemik iliginden gelen sinyaller ile ¢aligmaktadir. Eger
eritropoetik aktivite ¢ok artmis ise kemik iliginde eritropoezin demir ihtiyacim1 karsilamak
icin depolar dolu olsa da intestinal demir emilimi olmaktadir (30).

Depo regiilatorleri, karaciger, iskelet kasi ve dolasimdaki demir miktari

azaldiginda bunu algilayarak emilimi artiran regulatorlerdir. Hepsidin sentezi artmig plazma



demiri, demir deposu, enfeksiyon ve enflamasyon ile artarken, anemi ve hipoksemi ile

azalmaktadir (Sekil5)(30).
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Sekil 5. Hepsidin diizeyini azaltan ve artiran faktorler ve viicut demirine etkisi (43).

Hepsidin sentezinin regiilasyonu BMP (Bone Morphogenic Protein), SMAD
(Drosophilia protein [MAD] ve C.elegans protein [SMA] nin kombinasyonu) ile ger¢ceklesen
BMP/SMAD sinyali ve IL-6 ve sinyal transdusirlar1 ve transkripsiyon aktivatorii 3 (STAT3)
ile gergeklesen IL-6/STAT3 sinyali ile saglanmaktadir (Sekil 6). Bu sinyaller arasinda
baglant1 mevcuttur (44).

Ditsitk Fe-Tf ’ _\- Yilkselc Fe-Tf ...
‘ A

BMPs
HJV

TiR2

[ HFE

Smiad
Smadd)p

TFs

Sekil 6. Hepsidin sentezinin regiilasyonu (45).



Enflamasyonda hepsidin artist IL-6/STAT yolu ile olmaktadir. Enflamasyon
oldugunda IL-6 salinir ve reseptoriine baglanir. IL-6 ligand-reseptdr iligkisi Janus kinazlarin
aktivasyonuna yol acar. Bunlar da STAT proteinlerinin fosforilasyonuna sebep olur. Ozellikle
fosforile olan STAT3, hiicre c¢ekirde§inde HAMP promoterindeki regiilatuar elemente
baglanarak hepsidin mRNA ekspresyonu indiiklenmektedir (Sekil 6) (45) .

Hepsidin regiilasyonunun ikinci sekli BMP/SMAD yolagi iledir. BMP’ler
Transforme Edici Biiylime Faktorii Beta (TGF-beta) ailesinin bir iiyesidir ve hiicre
proliferasyonunda, farklilasmasinda, apopitoziste, dokulara migrasyonda anahtar rol oynarlar.
Parakrin veya otokrin hormonlar gibi etki gosterebilir (45). Hemojuvelin (HJV), BMP nin
koreseptorii olarak gorev yapar ve BMP sinyalini artirir. HJV mutasyonunda BMP sinyali
bozulur ve hepsidin artamadigi i¢in ¢ok erken yasta baglayan demir birikimi ortaya cikar.
Tiim BMP’ler, BMP reseptorleri tip I ve tip II’ye baglanarak sinyalizasyon yaparlar, bu
sinyalizasyon RSmad denilen intraselliiler proteinin fosforilasyonunu saglar. Bunlar ana
mediatdr olan Smad 4 ile iliski kurar ve bu protein niikleusuna tasinarak hepsidin gen
transkripsiyonunu artirir (Sekil 6) (46).

Hepsidinin Hemokromatozisteki Rolii

Genetik demir yiliklenmesi hastaliklar1 (Tablo II) icinde tip 1, 2 ve 3
hemokromatoziste hepsidin eksikligi mevcuttur. Tip 1 hemokromatoziste hemokromatozis
proteinini kodlayan HFE gen mutasyonu, juvenil hemokromatozis Tip 2A’da HIJV gen
mutasyonu, juvenil hemokromatozis tip 2B’de hepsidin gen mutasyonu, Tip 3
hemokromatoziste ise transferrin reseptor 2 gen mutasyonu s6z konusudur. Tip 4
hemokromatoziste ise ferroportin gen mutasyonu nedeniyle hepsidin inaktivitesi vardir ve
fonksiyonel hepsidin eksikligi sdozkonusudur. Herediter aseruloplazminemi de ise ferrdz
demirin ferrik demire doniisiimii ger¢ceklesemeyecegi icin asir1 ferroportin degradasyonu ve
sonucunda demirin hiicre digina ¢ikmasinda bozukluk ortaya ¢ikmaktadir. HFE, TfR2 ve
TfR1 arasinda fiziksel etkilesim HFE ve TfR2 gen mutasyonu sonucu olusan hepsidin

eksiliginde olas1 mekanizma olarak ileri siiriilmiistiir (47).

Tablo II. Genetik demir yiiklenmesi hastaliklar1 (47).

Tip Etkilenmis  Defektif protein Kalitim

kromozom




Hemokromatozis 1 6

Juvenil hemokromatozis 2A 1
Juvenil hemokromatozis 2B 19
Hemokromatozis 3 7
Ferroportin hastalig1 4 2
Aseruloplazminemi _ 3

HFE

HIV
Hepsidin
TfR2
Ferroportin

Seruloplazmin

OR
OR
OR
OR
OD
OR

OR: otozomal resesif, OD: otozomal dominant



GEREC VE YONTEM

Calisma, Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Saghgi ve
Hastaliklar1 AD, Cocuk Hematolojisi BD tarafindan yapildi. Caligma i¢in Adnan Menderes
Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu’ndan onay alindi (Ek 1). Adnan Menderes Universitesi
Tip Fakiiltesi Cocuk Hematolojisi Bilimdali ve Aydin Atatiirk Devlet Hastanesi Cocuk
Béliimii’nde TM tanisi ile izlenen 34 hasta, TI tanisi ile izlenen 10 hasta ve kontrol grubu
olarak Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Genel Pediatri polikliniginde
degerlendirilen enfeksiyon ve anemisi olmayan 40 olgu olmak {izere toplam 84 olgu
calismaya alind1.

Olgularin ebeveynlerine ¢aligma hakkinda yazili bilgi veren ‘Hasta bilgilendirme
metni (Ek 2) verildi ve yazili izinlerinin oldugu ‘Bilgilendirilmis olur formu formu’ (Ek 3)
okutularak imzalatildi.

TM ve TI’I1 hastalarin cinsiyeti, yasi1 ve fizik muayene bulgulary, ilk tan1 yaslari,
ilk transflizyon yaslari, hangi araliklar ile transfiizyon aldiklari, ilk demir selasyonuna
baslama yaslari, splenektomi Oykiisii ve en son bakilan karaciger fonksiyon testleri (KCFT)
kaydedildi (Ek-4,5).

Caliyma gruplarimin olusturulmasi

e Grup 1: Talasemi major tanisi ile cocuk hematoloji polikliniginde izlenen 34 hasta

e Grup 2: Talasemi intermedia tanist ile gocuk hematoloji polikliniginde izlenen 10
hasta

e Grup 3: Kontrol grubu 40 olgu

Caliymaya ahinma Kriterleri

e Grup | ve 2: Enfeksiyonu, enflamasyonu, hepatiti, karaciger yetmezligi olmayan TM
ve TI hastalar:.

e Grup 3: Fizik muayene bulgular1 normal olan, akut faz reaktanlar1 ile enfeksiyonu,
ferritin degeri ile demir eksikligi ve demir birikimi, karaciger fonksiyon testleri ile
karaciger yetmezligi diglanmis olan 1-16 yas arasindaki olgular.

Enfeksiyon ve enflamasyon i¢in CRP’nin negatif olmasi (<6 mg/L), kronik
enflamasyona neden olan bir hastaliginin olmamasi, enfeksiyonu diisiindiirecek oykii (ates,
Oksiirtik, ishal, burun akintisi, bogaz agrisi vs) ve fizik inceleme bulgusunun (tonsillit, otitis

media vs) olmamasi kriter olarak alind1.



Hepatit ve karaciger yetmezligi icin, talasemi hastalarinda rutin izlemlerinde hepatit
virlis gostergelerinin negatif, bilirubin diizeylerinin normal olmasi1 ve fizik incelemede
sariligmin ve karaciger yetmezliginin fizik inceleme bulgularmin (jinekomasti, spider
anjioma, asit vs) olmamasi kriter olarak alindi.

Kontrol grubunda hemoglobin diizeyinin normal simnirlar i¢inde olmasi (anemisinin
olmamas1) amaglandi. Hemoglobinin normal degerleri i¢in Ek-6’daki tablo referans olarak
alind1 (48).

Kontrol grubunda ferritin diizeyinin 15 ng/ml den diisiik olmamas1 demir eksikliginin
olmadiginin gdstergesi olarak kabul edildi (49)

Hasta dislama kriterleri
e Grup 1 ve 2°de enfeksiyon, enflamasyon ve hepatit ve karaciger yetmezligi saptanmast
e Grup 3’te anemi, enfeksiyon, enflamasyon, hepatit ve karaciger yetmezligi saptanmast
Yontem

Kan ornekleri antekubital bolge %70’lik alkol ile temizlendikten sonra vendz
yoldan enjektdrle alindi. Prohepsidin i¢in diiz tliplere 2 cc, tam kan sayimi i¢in EDTA’1 tiipe,
KCFT ve ferritin ve C-reaktif protein (CRP) i¢in diiz tiipe 3 cc kan alindi. Ornekler hasta
grubunda eritrosit transfiizyonu 6ncesi alind1. Prohepsidin i¢in alman kan, Hettich Rotina 38R
santrifiij cithazinda 4000 rpm’de yedi dakika santrifiij edildi ve serumlar1 epondorf tiiplere
konularak -20 °C’de derin dondurucuda Ornekler calisilincaya kadar saklandi. Ferritin, tam
kan sayimi, CRP ve KCFT kan alindig1 giin ¢aligildi.

Hemogramlar, Beckman Coulter Gen serisi hematoloji analizorii yontemi ile
calisildi. Serum Glutamin Oksalasetat Transaminaz (SGOT) ve Serum Glutamin Piruvat
Oksalasetat Transaminaz (SGPT); Abbott C 8000 cihazinda, spektrofotometrik yontemle
Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi biyokimya laboratuvarinda ¢alisildi. SGOT; 15-
55 U/L, ve SGPT; 1-19 yas aras1 5-45 U/L araliklar1 normal kabul edildi (50). CRP; Prestige
24 1, cihaz ile tiirbidimetrik yontem ile Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi seroloji
laboratuvarinda calisildi ¢alisildi; 0-6 mg/L normal kabul edildi. Ferritin, Immulite 2000
cihazinda kemiliiminesans yontemi ile Adnan Menderes Universitesi T1p Fakiiltesi biyokimya
laboratuarinda calisildi (51). Serum prohepsidin diizeyi, Adnan Menderes Universitesi
Merkez Laboratuvari’nda, Biyokimya Anabilim Dali 6gretim liyesi Dog. Dr. Aslihan Karul ve
Dog. Dr. Didem Kozaci tarafindan DRG Hepcidin Prohormone ELISA EIA-4644 (Germany)

kiti kullanilarak, enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) yontemi ile caligildi. Bu



yontemde, prohepsidin antikoru ile kaplanmis kuyucuklara serum Ornekleri yerlestirildi.
Olusan antikor-antijen kompleksinin rengi 540 nm’de okunarak standart grafige gore (ng/ml)
hastalarin sonuglar1 elde edildi (52, 53).
Istatistiksel analiz

Veriler (Ek-5) SPSS 11.5 istatistik programi ile degerlendirildi. Tiim gruplarin
tanimlayict ve siklik analizleri yapildi. Ortalama degerleri, standart sapma, yiizde, en diisiik
ve en yliksek degerler belirtildi. Verilerin normal dagilima uygun olup olmadigi One Sample-
Kolmogorov testi ile degerlendirildi. Arastirma grubunun serum ferritin ve prohepsidin
degerleri arasinda Pearson korelasyon analizi yapildi. Gruplar arasi karsilagtirmada Student ¢
ve Mann-Whitney U ve Kruskal-Wallis testleri kullanildi ve p<0.05 degerleri istatistiksel

olarak anlamli kabul edildi.



BULGULAR

Grup 1’1 olusturan 34 TM’lu hastanin yas ortalamasi 12,97+8,55 (dagilim; 1-32
yas) olup 18’1 kiz (%52,9) 16’s1 (%47,1) erkekti. Ortalama serum ferritin diizeyi
2347,97+1724,81 ng/ml (dagilim; 144-8015 ng/ml), ortalama serum prohepsidin diizeyi
221,78 £74,38 ng/ml (dagilim; 78,14-446,57 ng/ml) idi.

Grup 2’yi olusturan 10 T1’l1 hastanin yas ortalamasi 10,9+5,21 (dagilim; 4-21 yas)
olup 4’1 kiz (%40), 6’s1 (%60) erkekti. Ortalama serum ferritin diizeyi 1352,40+918,94 ng/ml
(dagilim; 311-3109 ng/ml), ortalama serum prohepsidin diizeyi 173,31+52,14 ng/ml (dagilim;
100,83-267,69 ng/ml) idi.

Kontrol grubunu olusturan 40 olgunun yas ortalamasi 8,88+4,14 (dagilim; 1-
16yas) olup ferritin diizeyleri 33,35+12,03 ng/ml (dagilim; 20-69,1 ng/ml), ortalama serum
prohepsidin diizeyi 218,20+50,37 ng/ml (dagilim; 116,18-330,43 ng/ml) saptandi.

Tablo 1II’de TM, TI ve kontrol grubu yas, cinsiyet, ferritin ve prohepsidin diizeyi
ortalama ve dagilimlari, Sekil 7 ve Sekil 8’de ise serum ferritin ve prohepsidin diizeyleri

gosterilmistir.

Tablo III. Talasemi major, talasemi intermedia ve kontrol grubu yas, cinsiyet, ferritin ve

serum prohepsidin diizeyleri.

Talasemi major Talasemi intermedia Kontrol
(n=34) (n=10) (n=40)
Cinsiyet (Kiz/Erkek) 18/16 4/ 6 22 /18
Yas (y1l) ortalamasi 12,97+8,55 10,9+5,21 8,88+4,14
Dagilim (1-32) (4-21) (1-16)
Ferritin (ng/ml)
ortalama 2347,97+1724,81 1352,40+918,94 33,35+12,03
dagilim (144-8015) (311-3109) (20-69,1)
Prohepsidin (ng/ml)
ortalama 221,78 £74,38 173,31£52,14 218,20+50,37
dagilim (78,14-446,57) (100,83-267,69) (116,18-330,43)
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Sekil 7. Talasemi major (TM), talasemi intermedia (TI) ve kontrol grubu serum ferritin
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Sekil 8. Talasemi major (TM), talasemi intermedia (TI) ve kontrol grubu serum prohepsidin
diizeyleri.

Arastrma grubunun serum ferritin ve prohepsidin degerleri arasinda yapilan
pearson korelasyon analizi sonucunda zayif ve istatiksel olarak anlamsiz bir iliski saptandi

(r=-0.023, p=0.839)



SONUCLAR

Talasemi majorlii ve intermedial1 hastalarin ortalama serum prohepsidin diizeyleri
strastyla 221,78+74, 38 ng/ml ve 173,314+52,14 olup aradaki fark istatistiksel olarak anlaml1
degildi (p=0,807) (Tablo IV).

Talasemi majorlii ve intermediali hastalarin ortalama serum ferritin diizeyleri
sirastyla 2347,97+1724,81 ng/ml ve 1352,40+918,94 olup aradaki fark istatistiksel olarak
anlamli1 degildi (p=0,088) (Tablo IV).

Tablo IV. Talasemi major ve talasemi intermedia hastalarinin ortalama serum prohepsidin ve

ferritin diizeylerinin karsilagtirilmasi.

Prohepsidin P Ferritin P
(ng/ml) Degeri (ng/ml) degeri
Talasemi major 221,78+74, 38 2347,97+1724,81
0,807 0,088
Talasemi intermedia 173,31+£52,14 1352,40+918,94

Talasemi major ve kontrol grubunun ortalama serum prohepsidin diizeyleri
sirastyla 221,78+74, 38 ng/ml ve 218,20+50,37 ng/ml olup aradaki fark istatistiksel olarak
anlamli degildi (p=0,062) (Tablo V).

Talasemi major ve kontrol grubunun ortalama serum ferritin diizeyleri sirasiyla
2347,97+1724,81 ng/ml ve 33,35+12,03 ng/ml olup aradaki fark istatistiksel olarak anlamli
idi (p=0,001) (Tablo V).

Tablo V. Talasemi major ve kontrol grubunun ortalama serum prohepsidin ve ferritin

diizeylerinin karsilastirilmast.

Prohepsidin P Ferritin P
(ng/ml) Degeri (ng/ml) degeri
Talasemi major 221,78+74, 38 2347,97+1724,81
0,062 0,001

Kontrol grubu 218,20+50,37 33,35+12,03




Talasemi intermedia ve kontrol grubunun ortalama serum prohepsidin diizeyleri
sirastyla 173,31£52,14 ng/ml ve 218,20+50,37 ng/ml olup aradaki fark istatistiksel olarak
anlamli idi (p=0,016) (Tablo VI).

Talasemi intermedia ve kontrol grubunun ortalama serum ferritin diizeyleri
srastyla 1352,40+918,94 ng/ml ve 33,35+12,03 ng/ml olup aradaki fark istatistiksel olarak
anlaml1 idi (p=0,001) (Tablo VI).

Tablo VI. Talasemi intermedia ve kontrol grubunun ortalama serum prohepsidin ve ferritin

diizeylerinin karsilastirilmasi.

Prohepsidin P Ferritin P
(ng/ml) Degeri (ng/ml) degeri
Talasemi intermedia 173,31+£52,14 1352,40+918,94
0,016 0,001
Kontrol grubu 218,20+50,37 33,35+12,03

TM hastalarinda KCFT diizeyi normal olan 29 hastanin serum prohepsidin diizeyi
ortalama 224,51+79,10 ng/ml, KCFT diizeyi yiiksek olan bes hastanin serum prohepsidin
diizeyi ortalama 205,89+37,89 ng/ml olup bu iki grubun serum prohepsidin diizeyleri arasinda
fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p=0,539) ( Tablo VII).

TM hastalarinda KCFT diizeyi normal olan 29 hastanin serum ferritin diizeyi
ortalama 2029,06+1416,14 ng/ml, KCFT diizeyi yiiksek olan bes hastanin serum ferritin
diizeyi ortalama 4197,60 +2343,41 ng/ml olup bu iki grubun serum ferritin diizeyleri arasinda
fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0,014) (Tablo VII).

Tablo VII. Talasemi major hasta grubunda karaciger fonksiyon testleri yiiksek ve normal olan

hastalarin ortalama serum prohepsidin ve ferritin diizeylerinin karsilastiriimasi.

Prohepsidin P Ferritin P
(ng/ml) Degeri (ng/ml) degeri
KCFT yiiksek | 205,89+37,89 4197,60+2343,41
0,539 0,014
KCFT normal | 224,51+£79,10 2029,06+1416,14




TI hastalarinda KCFT yiiksekligi saptanmad.

TM hastalarinda splenektomi yapilan 17 hastanin serum ferritin diizeyi ortalama
2904,70+2042,83 ng/ml, splenektomi yapilmayan 17 hastanin serum ferritin diizeyi ortalama
1791,23 +1141,96 ng/ml olup bu iki grubun serum ferritin diizeyleri arasinda fark istatistiksel
olarak anlamli bulunmadi1 (p=0,059) (Tablo VIII).

TM grubunda splenektomi yapilan 17 hastanin serum prohepsidin diizeyi ortalama
238,68+92,04 ng/ml, splenektomi yapilmayan 17 hastanin serum prohepsidin diizeyi ortalama
204,87+48,21 ng/ml olup bu iki grup arasinda serum prohepsidin diizeyleri arasinda istatiksel
olarak anlaml fark saptanmadi (p=0,375) (Tablo VIII).

Tablo VIII. Splenektomi yapilan ve yapilmayan talasemi majorlu hastalarin ortalama serum

prohepsidin ve ferritin diizeylerinin karsilastirilmasi.

Splenektomi Prohepsidin P Ferritin P
(ng/ml) Degeri (ng/ml) degeri
Var 238,68+92,04 2904,70+2042,83
Yok 204,87+48,21 0,375 1791,23+1141,96 0,059

TI hastalarinda splenektomi yapilan {ic hastanmn serum prohepsidin diizeyi
ortalama 222,53+42,14 ng/ml, splenektomi yapilmayan yedi hastanin serum prohepsidin
diizeyi ortalama 152,22+41,90 ng/ml olup bu iki grubun serum prohepsidin diizeyleri arasinda
fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p=0,067) (Tablo 1X).

Tablo IX. Splenektomi yapilan ve yapilmayan talasemi intermedia hastalarimin ortalama

serum prohepsidin diizeylerinin karsilastirilmas.

Splenektomi Prohepsidin P Ferritin P
(ng/ml) Degeri (ng/ml) Degeri
Var 222,53+42,14 2204,52+1552,54

Yok 152,22+41,90 0,067 1985,22+1152,25 | 0,255




TI hastalarinda diizenli kan transfiizyonu yapilan dort hastanin serum ferritin
diizeyi ortalama 1639,75+1055,24 ng/ml, diizenli kan transflizyonu yapilmayan alt1 hastanin
serum ferritin diizeyi ortalama 1160,83+86,21 ng/ml olup bu iki grubun serum ferritin
diizeyleri arasinda fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p=0,452) (Tablo X).

TI hastalarinda diizenli kan transfiizyonu yapilan 4 hastanin serum prohepsidin
diizeyi ortalama 167,24+49,38 ng/ml, diizenli kan transflizyonu yapilmayan 6 hastanin serum
prohepsidin diizeyi ortalama 177,36+58,14 ng/ml olup bu iki grubun serum prohepsidin
diizeyleri arasinda fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p=0,783) (Tablo X).

Tablo X. Diizenli kan transflizyonu yapilan ve yapilmayan talasemi intermediali hastalarin

ortalama serum prohepsidin ve ferritin diizeylerinin karsilagtirilmasi.

Diizenli kan Prohepsidin P Ferritin P
transflizyonu (ng/ml) Degeri (ng/ml) Degeri
Var 167,24+49,38 1639,75+1055,24
Yok 177,36£58,14 0,783 1160,83+86,21 0,452

TM’li hastalarin ortalama serum prohepsidin diizeyleri ilk 10 yas grubunda
213,04+£54,79 ng/ml, 11-18 yas grubunda 229,56+£34,81 ng/ml, 18 yas iizeri grupta
231,35+124,15 ng/ml olup aradaki farklar istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0,407) (Tablo
XD).

TM’li hastalarin ortalama serum ferritin diizeyleri ilk 10 yas grubunda
1660,58+1080,70 ng/ml, 11-18 yas grubunda 3509,874+2122,08 ng/ml, 18 yas iizeri grupta
2613,55+1887,37 ng/ml olup aradaki farklar istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0,060)
(Tablo XI).

Tablo XI. Ilk 10 yas, 11-18 yas ve 18 yas iizeri talasemi major hastalarinin ortalama serum

prohepsidin ve ferritin diizeylerinin karsilastirilmasi.

Yas grubu n (%) Prohepsidin P Ferritin P
(y1l) (ng/ml) degeri (ng/ml) Degeri
0-10 17 (50) 213,04+54,79 1660,58+1080,70
11-18 8(23,8) 229,56+34,81 | 0,407 3509,87+2122,08 | 0,060
>18 9(26,2) 231,35+124,15 2613,55+1887,37




TARTISMA

Talasemi major tedavisinin ana basamaklar1 on yillarla 6zetlenebilir: 1960’lar-
transflizyon tedavisi ile hipoksinin diizeltilmesi; 1970’ler-selasyon tedavisiyle demir yiikiiniin
azaltilmasi; 1980°ler-kemik iligi transplantasyonuyla tam sifa saglanmasi. 2000’1 yillarda ise
talasemi tedavisine oral demir gelatorleri damgalarint vurmustur (54). Kirmizi et ve karaciger
gibi hem demir igerigi yiiksek besinlerin ve demir emilimini artiran askorbik asit aliminin
azaltilmasi, demir emilimini azaltan ¢ay gibi igeceklerin dgiinlerde alimmin artirilmast yani
sira demir atilimmi saglayan ilaglarin kullanilmasi kok hiicre nakli sansi1 olmayan olgularda
giincel tedavi se¢eneklerini olusturmaktadir (12).

Hepsidinin kesfinden sonra sekonder demir yiiklenmesinin en sik nedeni olan
talasemi sendromlarinda hepsidin yogun bir sekilde calisilmistir. Adamsky ve ark. (55)
talasemili fare karacigerinde hepsidin gen ekspresyonuna bakmiglar ve demir yiliklenmesine
karsin hepsidin gen ekspresyonunda Onemli derecede diisiikliik saptamislardir. Hepsidin
diistikligiiniin  barsaktan demir absorbsiyonunun artmas: ile iligkili olabilecegini
diisiinmiislerdir. Kearney ve ark. (56) TM ve TI hastalarinda iiriner hepsidin seviyeleri diisiik
bulmuslardir. Franceschi ve ark. (57) TM fare modelinde iki ve sekiz aylikken ve Ti fare
modelinde dort ve on aylikken realtime PCR ile karaciger hepsidin, TfR2, HJV, HFE,
ferroportin RNA ekspresyonuna, ELISA ile de IL-6, IL-1 beta, IL-10 ve GM-CSF diizeyine
bakmuslar ve TI hayvan modelindeki yaslh farelerde asir1 demir yiiklenmesi ve defektif demir
regiilasyonu gozlemisler ve Ti’daki demir yiiklenmesinin zaman bagimli oldugunu
diistinmiislerdir. Talasemili hastalarinda hepsidinin demir sirkiilasyonu ve demir toksititesinde
santral diizenleyici rol oynadig1 ve hepsidin dl¢iimiiniin tanisal ve prognostik degerlendirmede
rol oynayabilecegi, eksojen hepsidin uygulamalarmin talasemili hastalarmda demir
hemostazinin saglanmasinda yararli olabilecegi Ongdrillmiistiir (3,53). Calismamizda,
talasemi intermediali hastalarda eritropoezin aktif olmasi ve baskilanmamasi nedeniyle
prohepsidin diizeyinde diisiikliik saptamamiz bu hastalarda hepsidin anologlarinin barsaktan
kontrolsliz demir emilimini engelleyebilecegini diislindiirmuistiir.

Organizma demir dengesini saglayan iki regiilatdr vardir: eritropoetik ve depo
regiilatorleri. Eritropoetik regulatér kemik iliginden gelen sinyaller ile caligmaktadir.
Eritropoetik aktivite ¢cok artmig ise kemik iliginde eritropoezin demir ihtiyacini karsilamak
icin ve depolar dolu olsa da intestinal demir emilimi olmaktadir (58,59). Depo regiilatorii

karaciger, iskelet kas1 ve dolasan kandaki demir miktar1 azaldiginda bunu hissederek emilimi



artiran bir regiilatordiir. Eritropoetik regiilator, depo regiilatoriine gore 20 kat fazla aktif demir
emilimi saglamaktadir (30). Eritropoetik aktivite hepsidin ekspresyonunun ana diizenleyicisi
olarak diisiiniilmektedir (60). Camberlein ve ark. (61) 10 TM, 13 Ti ve 10 kontrol olguda
yaptiklart c¢aligmada, hepsidin ekspresyonunun demir yiiklenmesinden ziyade, artmisg
eritropoetik aktivite ile regule edildigini ve hepsidin mRNA modiilasyonunda diger
diizenleyici genlerin 6nemli bir etkisinin olmadigini ileri siirmiislerdir. Weizer-Stern ve ark.
(62), TM ve TI fare modellerinde hepsidin ve TfR2 ekspresyonunda azalma, TfRI
ekspresyonunda artis saptamiglar ve TM’de demir birikimine ragmen hepsidin
ekspresyonunda dnemli derecede azalma olmasmin demir emiliminden sorumlu olabilecegini
ileri siirmiislerdir. Papanikolaou ve ark. (63) sekiz TM, yedi Ti ve iki konjenital
diseritropoetik anemi tip-1 tanil eriskin hastada iiriner hepsidin diizeylerini 6l¢miisler; bir TI
ve lic TM’lu olguda iiriner hepsidin diizeyini normal, digerlerinde ise diisiik saptamislar ve
hepsidin  konsantrasyonundaki farkliligin, birlikte olan mindr enfeksiyonlar, diger
inflamatuvar stimulus gibi ¢evresel faktorler ve diger genetik faktorler nedeniyle olabilecegini
diistinmiisler, talasemi ve konjenital diseritropoetik anemi tip-1’li hastalardaki tiriner hepsidin
diizeylerinin diisiikliigiinii de eritroid sinyalin hepsidin sentezinin diizenlenmesinde baskin
olmasiyla aciklamislardir. Camberlein ve ark. (61) eritropoezdeki artistan hepsidin sentezini
azaltan Growth Differantiation Factor 15 (Biiylime Farklilagtirma Faktorii 15, GDF-15)’in
sorumlu oldugunu ileri siirmislerdir. TM’lu hastalarda kan transfiizyonlar1 nedeniyle
eritropoez baskilanmaktadir. Origa ve ark. (64) TM’lu hastalarda transfiizyon nedeni ile
eritropoetik aktivitenin baskilanmasi sonucu hepsidin seviyesinin yiiksek, TI’l1 hastalarda ise
diisiik bulmuglardir. Huang ve ark. (65) 45 saglikli postmenopozal kiside ferritin, sTfRI,
ELISA ile prohepsidin ve SELDI TOS MS ile hepsidin diizeyine bakmislar ve prohepsidin
seviyesi ile sTfR1 arasinda ve hepsidin ile de ferritin arasmda pozitif korelasyon
saptamiglardir. Prohepsidinin hipoferremi veya eritropoez ile iliskili olabilecegini, hepsidinin
ise demir yiliklenmesinin bir belirteci oldugununu diistindiirmiistiir. Hepsidin ile ferritin
arasinda pozitif korelasyon hemodiyaliz hastalarinda, hepatoselliiler karsinomal1 hastalarda ve
saglikli kontrol gruplarinda da gosterilmistir. Calismamizda, prohepsidin diizeyi ile ferritin
arasinda korelasyon bulmadik, T1’l1 hastalarin serum prohepsidin diizeyini kontrol grubundan
anlaml1 diisiik bulduk. TM ile kontrol grubu ve Ti grubu arasinda anlaml fark saptamadik. Bu
da bize TM hastalarmmda kan transflizyonlar1 ile eritropoezin baskilanmasi nedeniyle

prohepsidin diizeylerinin eritropoezin aktif oldugu Ti’li hastalardan daha yiiksek oldugunu,



prohepsidin distikliigiiniin eritropoezin aktif bir gdstergesi oldugunu, demir yiiklenmesinin
bir gostergesi olamayacagmi diisiindiirdii. Diizenli kan transfiizyonu alan dért TI olgusu ile
diizensiz kan transflizyonu olan alt1 TI olgusunda prohepsidin diizeyleri arasinda anlamli fark
olmamas1 eritropoezin tam olarak baskilanmadigimi diislindiirmekte ancak tam bir yorum
yapilabilmesi i¢in daha genis vaka serilerinde, eritropoez gostergeleri ve transfiizyon
stirelerinin de dikkate alindig1 caligmalarin yapilmasi gerekmektedir.

Literatiirde, splenektominin prohepsidin ve hepsidin diizeyleri iizerine etkisini
degerlendiren bir ¢aligmaya rastlamadik. Calismamizda, splenektomi yapilan ve yapilmayan
TM ve TI’li hastalarin prohepsidin diizeyleri arasinda anlamli fark olmamasi splenektominin,
splenektomi yapilmayanlardaki erken hemolizin ya da splenektomi yapilanlarda dolagimda
eritrositlerin daha uzun siire kalmasmin prohepsidin diizeyleri iizerinde Onemli etkisi
olmadigin diisiindiirdi.

Hepsidin, prohepsidinin bir {iriinii olmasina karsin normal fizyolojik durumlarda
hepsidin ve prohepsidin miktar1 birbiri ile iliskili bulunmamistir (66). ELISA ile bakilan
prohepsidin diizeyi, hepsidin aktivitesini tam olarak yansitmayabilir. Ciinkii prekiirsorler
hepsidin degil ayn1 zamanda 20 ve 22 amino asitlik hepsidin sentezine de neden olur (67).
Serum prohepsidin diizeyi ile serum ferritin gibi demir yiiklenmesi belirtecleri arasinda pozitif
korelasyon gozlenmemistir. Ayrica, serum prohepsidin diizeyinin aktif hepsidini Olgiip
6l¢medigi veya non fonksiyonel prekiirsorii olup olmadigr agik degildir. Serum prohepsidin
seviyesindeki degisikler, demir durumunu tam olarak yansitmamaktadir (53,68,69). Yiiksek
ferritin diizeyi olan HH’ li ve orak hiicre anemili hastalarda serum prohepsidin diizeyleri
kontrol grubuna gore anlamli bulunmamistir (68,69). Benzer sekilde Kulaksiz ve ark. (53)
serum prohepsidin seviyesi ile serum demiri, transferrin saturasyonu veya serum ferritini
arasinda iligki bulmamigslardir. Ulukol ve ark. (70) demir eksikligi olan 16 ve anemisi
olmayan 54 bebekte prohepsidin seviyesini anemik bebeklerde 179,6+106 ng/ml, anemisi
olmayan bebeklerde 147,4+107,8 ng/ml bulmuslar ve istatiksel anlamli fark saptanmamasini,
prohepsidinin ger¢ek hepsidin seviyesini yansitmayabilecegini ve klinik ¢aligmalar i¢in yararli
bir belirteg olamayacagi seklinde yorumlamiglardir. Caligmamizda, hepsidin diizeyi
bakmadigimiz i¢in prohepsidinin hepsidin diizeyini tam olarak yansitip yansitamayacagini
degerlendiremedik. Ancak ferritin ile prohepsidin arasinda korelasyon saptamamamiz demir

birikimi yoniinden giivenilir bir gosterge olmadigimi diisiindiirdii.



Talasemi majorlii hastalarimizda kan transfiizyon sikligmin prohepsidin diizeyleri
izerine etkisini degerlendirmek icin yas hastalarimizi 0-10 yas, 11-18 yas ve 18 yas iizeri 3
gruba ayirdigimizda prohepsidin diizeyleri arasinda anlamli bir fark saptamadik (Tablo XI).
Bu da bize eritropoezin erken donemde baskilandigini diigiindiirdii. Gastrointestinal sistemden
asirt demir emilimi i¢in eritroid aktivitede bes kat fazla artisin olmasi gerektigi ileri
stiriilmiistiir (52). Kan transflizyonuna yeni baslanan yedi aylik TM hastamizda serum
prohepsidin diizeyinin (206.96 ng/ml) kontrol grubu ortalamasina yakin olmasi, ferritinin 144
ng/ml olmasi eritropoezin bu oranda artmadigini diisiindiirdii.

Farkli demir yiiklenmesi bozukluklarinda demir birikimi ve dagiliminda farkli
mekanizmalar ve etkiler sdzkonusudur. TI ve hemokromatoziste demir birikimi TM’e gore
daha yavas olmaktadir (71). Wichinsky ve ark. (72) ferritin ortalamast 21224289 ng/ml,
karaciger demiri 14.8+2.2 (mg Fe/gr kuru agirlik) ve yillik transfiizyon sayis1 12.2+1.8 olan
TM hastalarinda, ferritin ortalamasi 2916223 ng/ml, karaciger demiri 14.3£1.4 (mg Fe/gr
kuru agirlik) ve yillik transfiizyon sayis1 6.0+0.6 olan benzer yas ve cinsiyetteki orak hiicreli
anemili (OHA) hastalara gore kardiyak hastalik, gonadal yetmezlik, viral hepatit ve fibrozis
sikliginda anlamli yilikseklik saptamislardir. Ortalama karaciger demiri TM’lu olgulardan
anlamli derecede yiiksek olan OHA’li olgularda CRP, IL-6, IL-10, IL-5 daha yiiksek ve NTBI
daha diisiik saptanmis ve OHA’li olgularin inflamatuar durumlariyla kismen korunabilecegi
disiiniilmistiir (73). Calismamizda, hasta se¢iminde enfeksiyonu, enflamasyonu ve hepatiti
olan olgular1 dislamamiz ve CRP degerlerinin normal olmas1 prohepsidin ve ferritin degerleri
tizerinde enfeksiyon ve enflamasyon etkisinin olmadigini diistindiirdi.

Karaciger fonksiyon testleri yiiksek TM hastalar1 ile KCFT normal olan TM
hastalar1 karsilastirildiginda, ferritin diizeylerinin KCFT yiiksek saptanan hastalarda daha
yiikksek bulunmasi (Tablo VII), akut viral hepatit saptanmayan bu hastalarda KCFT
yiiksekliginin karacigerdeki demir birikimine bagh olabilecegini diisiindiirdii.

Kulaksiz ve ark. (53) prohepsidini olcen ELISA yoOntemini gelistirmislerdir.
Gelistirdikleri bu yontemle saglikli kontrol grubunda prohepsidin serum seviyesini ortalama
106,2+£32,1 ng/ml (dagilim 51,6-153,4 ng/ml), herediter hemokromatozis (HH) grubunda
73,2438,1 ng/ml (dagilim12,1-153,9 ng/ml), kronik bobrek yetmezligi (KBY) grubunda
148,1+88 ng/ml (dagilim31,1-473,3 ng/ml), renal anemili hemodiyaliz hastalarinda 115+43,1
ng/ml (dagilim 20,5-252,4 ng/ml) saptamiglardir. HH grubunda kontrole gore anlamli diistik
(p<0,05), KBY grubunda, kontrol ve HH grubuna gore anlamli yiiksek (sirasiyla p<0,01,



p<0,001) renal anemili hemodiyaliz hastalarinda KBY grubuna gore anlamli diisiik (p=0,05)
saptamiglardwr. HH, KBY ve renal anemili hastalarda prohepsidin seviyesi ile demir,
transferrin ve ferritin arasinda korelasyon saptamamuslardir. Azalmis prohepsidin diizeyinin
HH’in patogenezinde onemli rol oynayabilecegini ileri siirmiislerdir. Shinzato ve ark. (74)
eritropoetin direngli anemi, demir eksikligi anemisi ve anemi ve demir eksikligi olmayan grup
olmak {izere 3 gruba aywdiklar1 57 hemodiyaliz hastasinda ve kontrol grubunda serum
prohepsidin, CRP, IL-6, TfR ve ferritin diizeyini 6lgmiisler ve serum prohepsidin diizeyini
demir eksikligi grubunda anlamli diisiik, serum ferritin, CRP ve IL-6 seviyesini eritropoetin
direngli grupta anlamli yiliksek, serum T{R diizeyini eritropoetin direngli grupta ve demir
eksikligi anemili grupta kontrolden yiliksek bulmuslar, eritropoetin direngli grupta prohepsidin
diizeyini kontrolden farkli bulmamuislardir. Hepsidin iiretimini etkileyen demir eksikligi,
anemi, eritropoetin uygulamasi ve enflamasyon gibi faktdrlerin eritropoetin direngli anemiden
sorumlu olabilecegini diislinmiislerdir. Papanikalou ve ark. (63) talasemi hastalarinda demir
yiikklenmesine ragmen iiriner hepsidin konsantrasyonlarmi kontrol grubuna gore diisiik
saptamiglardir. Hsu ve ark. (75) serum prohepsidin konsatrasyonunu hemodiyaliz hastalarinda
hematokrit ile pozitif korele bulmuslardir. Kattamis ve ark. (1) talasemi hastalarinda karaciger
hepsidin mRNA ekspresyonunu demir profili ile korele bulmamiglar fakat hemoglobin ile
pozitif korele bulmuslar ve hepsidin iiretimde anemi etkisinin demir yiiklenmesine gére daha
fazla rol oynadigimi diisiinmiislerdir. Eritropoetin uygulanmasi hepsidin iiretimi suprese ettigi
ileri silirtilmiis ancak son c¢aligmalar (76) bu hipotezi desteklememistir. Kulaksiz ve ark.(53)
eritropoetin ile tedavi edilen KBY li hastalarda serum prohepsidin konsantrasyonunu kontrol
grubuna gore daha yliksek bulmuslardir. Vokurka ve ark. (60) hepsidin tiretiminin eritropoetin
ile tedavi edilen radyasyon olusturulan farelerde suprese olmadigini ileri slirmiislerdir.
Prohepsidin molekiiler agirlig1 yaklasik olarak 10 bin dalton, hepsidinin ise 2700 daltondur.
Hepsidinin diisiik molekiil agirligi nedeni ile hemodiyaliz hastalarinda diyalizle atilabilme
olasilig1 vardir. Tomosugi ve ark. (77) hemodiyaliz hastalarinda serum hepsidin seviyesini
kontrol grubundan anlamli yiiksek ve ferritin ve IL-6 ile pozitif korele bulmuslardir. Kato ve
ark. (78) hemodiyaliz hastalarinda serum hepsidin konsantrasyonu ferritin ile korele
bulmuslar fakat CRP ile korele bulmamislardir. Eritropoetin yanit1 olan ve olmayan kisilerde
serum hepsidinde fark saptanmamustir. Tsuchihashi ve ark. (67) prohepsidinin hemodiyaliz
hastalarinda demir eksikliginin fonksiyonel bir belirteci olabilecegini ileri siirmiiglerdir:

enflamasyonu olmayan 23 hemodiyaliz hastasinda ve 10 saglikli kontrolde serum prohepsidin



seviyesini farkli bulmamis; hemodiyaliz hastalarmi demir eksikligi olan ve olmayan iki gruba
ayirdiklarinda demir eksikligi grubunda prohepsidin seviyesi demir eksikligi olmayan gruba
gore anlamli diisiik saptanmis, demir eksikligi saptanan hastalarda demir tedavisi verilince
prohepsidin seviyesi artmis, demir tedavisi verilmeyenlerde ise prohepsidin seviyesi daha da
azalmig olarak saptanmis (67). Calismamizda, kontrol grubunda anemili hastalar1 almadik. Bu
sekilde aneminin ve olasi eritropoetin artigsimin prohepsidin diizeyini etkilemesini engellemeye
cahistik. Talasemi major ve transfiizyon alan Ti grubunda ise transfiizyon éncesi tam kan
sayimi ve prohepsidin diizeyi i¢cin kan alarak kan transfiizyonun neden olabilecegi hatali
sonuclart minimalize etmeye calistik.

Sonu¢ olarak; TI’li hastalarda prohepsidin diizeyinin diisiikliigii, artmus
gastrointestinal demir emilimi ve artmis eritropoetik aktivite ile iliskili olabilir. Bu arastirma,
sentetik hepsidin anologlarmmm talasemili intermediali hastalarm tedavisine eklenmesi ile,

barsaktan kontrolsiiz demir emiliminin 6niine gecilebilecegini diistindiirmiistiir.



OZET
Giris ve Amac: Talasemi major (TM) ve talasemi intermedia (TI)’l1 hastalarda

morbidite ve mortalitenin en 6nemli nedeni sekonder demir birikimidir. Viicutta biriken
demirin baslica kaynagi; TM’lu hastalarda verilen kan transfiizyonu iken, TI’l1 hastalarda
barsaktan asir1 demir emilimidir. Son yillarda, karacigerde sentezlenen hepsidin hormonunun
demir metabolizmasmin santral regiilatérii oldugu anlasilmistir. Bu calismada TM ve Ti
olgularindaki hepsidin hormonunun onciili olan prohepsidin diizeyleri incelenerek bu
hormonun demir birikimindeki rolii degerlendirilmistir.

Gere¢c ve Yontem: Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk
Hematoloji Bilimdali ve Aydm Atatiirk Devlet Hastanesi’'nde izlenen ve enfeksiyon,
enflamasyon ve hepatit ve karaciger yetmezligi olmayan 34 TM, 10 TI’ln hastada ve 40
saglikli kontrol grubunda serum prohepsidin, serum ferritin, diizeyine bakildi. Ferritin,
Immulite 2000 cihazinda kemiliiminesans yontemi ile, prohepsidin DRG International, Inc.
Marburg, Germany kiti ile, ELISA yontemi ile ¢alisildi.

Bulgular: Ortalama serum ferritin diizeyleri TM, TI ve kontrol grubunda sirastyla
2347,97+£1724,81 ng/ml (dagilim; 144-8015 ng/ml), 1352,40+918,94 ng/ml (dagilim;
311/3109 ng/ml), 33,35+£12,03ng/ml (dagilim; 20-69,1 ng/ml), serum prohepsidin diizeyleri
ise swrastyla 221,78 +74, 38 ng/ml (dagilim; 78,14-446,57 ng/ml), 173,31+52,14 ng/ml
(dagilim 100,83-267,69 ng/ml), 218,20+£50,37 ng/ml (dagilim 116,18-330,43 ng/ml) saptandi.
TM, TI ve kontrol grubu prohepsidin diizeyleri karsilastirildiginda yalnizca TI grubunda
kontrol grubuna gére prohepsidin diizeyleri arasimda anlamli diisiikliik saptand1 (p=0.016). Ug
grupta da prohepsidin ile ferritin arasinda korelasyon saptanmadi.

Sonuc: TI’h hastalarda prohepsidin diizeyinin diisiikliigii, artmis gastrointestinal
demir emilimi ve artmis eritropoetik aktivite ile iliskili olabilir. Bu arastirma, sentetik
hepsidin anologlarinin talasemili intermediali hastalarin tedavisine eklenmesi ile, barsaktan
kontrolsiiz demir emiliminin 6niine gegilebilecegini diisiindiirmiistiir.

Anahtar kelimeler: Prohepsidin, talasemi major, talasemi intermedia, eritropoez



SUMMARY

Introduction and aim: The most important reason of morbidity and mortality in
patient with thalassemia major (TM) and thalassemia intermedia (TI) is secondary iron
storage. While the main source of the iron storage in the body is the blood transfusions in
patients with TM, TI patients experience iron overload because of increased iron absorption.
Lately, hepcidin synthesized in the liver is considered as the central regulator in the iron
metabolism. In this study prohepcidin, the antecedent of hepcidin hormone levels are
determined in patients with TM and TI to determine the role of this hormone in iron
accumulation.

Material and Methods: Serum prohepcidin and ferritin levels are determined in
34 patient with TM, 10 patient with TT and 40 control patients without infection/inflamation,
hepatitis or liver failure in Adnan Menderes University Medical Faculty Department of
Pediatric Hematology and Aydin Atatiirk State Hospital. Serum prohepcidin levels were
measured using a commercial enzyme-linked immunosorbent assay (DRG International, Inc.
Marburg, Germany), ferritin was studied with chemiluminescence method in immulite 2000
machine.

Results: Mean serum ferritin levels in TM, TI and control groups were
2347,97+1724,81 ng/ml (range; 144-8015 ng/ml), 1352,40+918,94 ng/ml (range, 311-3109
ng/ml), 33,35+12,03 ng/ml (range; 20-69,1 ng/ml) respectively. Also serum prohepcidin
levels in the same groups were 221,78 +£74, 38 ng/ml (range, 71,14-446,57 ng/ml),
173,31+52,14 ng/ml (range; 100,83-267,69 ng/ml), 218,20+50,37 ng/ml (range; 116,18-
330,43 ng/ml) respectively. Only prohepcidin in patients with TI and control group were
statistically significantly (p=0.016). No correlation was found between prohepcidin and
ferritin levels in all groups.

Conclusions: The low levels of prohepcidin in patients with TI may be related to
increased gastrointestinal iron absorbtion and increased eritropoietic activity. Addition of
synthetic analogs of hepcidin to the treatment of patients with thalasemia can prevent
uncontrolled intestinal iron absortion in these patients.

Key words: Prohepcidin, thalassemia major, thalassemia intermedia, erythropoiesis
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EK-2
HASTA BIiLGILENDIRILME METNI

Sayn veli,
e Katilinan ¢aligma bir arastirmadir.
Arastrmanin amaci, Talasemi major ve intermediali hastalarda serum prohepsidin
diizeylerinin saptanmasidir.
e Arastirmada herhangi bir tedavi uygulanmayacaktur.
e Arastirma sirasinda uygulanacak olan tek invaziv islem Dr. Celil Yilmaz tarafindan
vendz kan 6rneginin alinmasini igermektedir.

e Goniilli i¢in s6z konusu olabilecek riskler veya rahatsizliklar mevcut degildir.

Hepsidin hormonu ilk olarak 2000 yilinda insan kaninda ve idrarinda saptanmistir.
Onceleri bakteriler kars: viicudumuzun savunma mekanizmasimda rol alan bir antibakteriyel
peptit olarak tanimlanmistir. Daha sonra yapilan ¢aligmalarda viicudumuzun demir dengesinin
diizenlenmesinde  anahtar roli  oldugu  gosterilmistir.  Organizmamiz  yasamsal
fonksiyonlarimizi yerine getirmek i¢in tam bir denge icerisinde ¢alisir. Eger viicudumuzda
demir birikimi olursa; karacigerden hepsidin liretimi artar ve barsaktan demir emilimi
engellenir. Tersi durumda viicudumuzda demir eksikligi olusursa, karacigerimizden hepsidin
iiretimi azalir ve barsaklarimizdan demir emilimi artirilir. Bu sekilde viicudumuzun demir
dengesi diizenlenir. Talasemide asir1 demir viicutta toksik etki gosterir. Ozellikle kalp,
karaciger, pankreas ve testiste birikir ve bu organlarin fonksiyonlarini bozarak yasamsal
fonksiyonlart etkiler.

Arastrmanin amaci, talasemili hastalarda demir emilimini diizenleyen hepsidin
hormonunun Onciiline bakarak hepsidin tedavisinin bu hastalarda miimkiin olup
olamayacagini degerlendirmektir.

Calisma, Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiilesi Cocuk Hematolojisi Boliimii
tarafindan ytiriitiilecek olup ¢ocugunuzun bu caligmaya katilabilmesi i¢in ekteki bilgi formu,
bilgilendirilmis olur formu ve bilgilendirilmis olur metni formlarin1 doldurmaniz ve velisi

olarak imzalamaniz yeterlidir.



Veli Adi Soyad1
Adresi:

Imza.

Irtibat telefonu
Yrd. Do¢. Dr.Yusuf Ziya Aral-Dr Celil Yilmaz
4441256

Adnan Menderes Universitesi T1p Fakiilesi Cocuk Hematolojisi Boliimii



EK.3
BILGILENDIRiLMiS OLUR FORMU

1. Asagida imzast olan ben ... “ Talasemi major ve
intermedial1 hastalarda serum prohepsidin diizeyleri ” baglikli calismaya katilmay1 kabul
ediyorum.

2. Bu galismayi yiirliten Dr. Yusuf Ziya Aral ve Dr. Celil Yilmaz ¢alismanin yapisi, amaci
ve muhtemel siiresi, ne yapmam istendigi ve yan etkilerle karsilasirsam ne yapmam
gerektigi hakkinda ayrmtili s6zlii ve yazil bilgi verdi.

3. Dr.Yusuf Ziya Aral ve Dr. Celil Yilmaz’a ¢alismasiyla ilgili her soruyu sorma firsatini
buldum. Cevaplar1 ve bana verilen bilgiyi anladim.

4. Dr. Yusuf Ziya Aral ve Dr. Celil Yilmaz’a hastaligimizin ge¢misini ve kullandigim
ilaglar1 anlattim ve onu bu bilgilerin ayrintilarim1  aciklamaya, hasta ve doktor
arasindaki sirlar1 korumasi sartiyla yetkili kiliyorum.

5. Calisma boyunca tiim kurallara uyacagima, Dr. .Yusuf Ziya Aral ve Dr. Celil Yilmaz ile
tam bir uyum i¢inde c¢alisacagima ve sagligimla ilgili herhangi bir sorun ¢iktiginda
hemen onu arayacagimi kabul ediyorum.

6. Bu calismanin sonuglarmmm kullanilmasini kisitlamayacagimmi ve 6zellikle diinya ¢apinda
tip yetkililerine verebilecegini kabul ediyorum.

7. Bu ¢alismadan istedigim zaman ¢ikabilecegimi anladim.

OKUDUM VE ONAYLADIM.

Hastanin adi, soyadi, adresi .

Imza, tarih :

Doktorun adi, soyadi, adresi :

Yrd. Dog. Dr. Yusuf Ziya Aral

Cocuk Saghigi ve Hastaliklar1 AD. Cocuk Hematolojisi BD.
Imza, tarih :

Dr. Celil Yilmaz

Cocuk Saglig1 ve Hastaliklar1 AD, Cocuk BD

Tamgin ad1, soyadi, adresi :



Imza, tarih :
Ek.4
HASTA BiLGi FORMU

Adr:

Soyadi:

Cinsiyet.

Yas:

Tant:

Tani yasi:

[Ik kan transfiizyon yast:

Fizik muayene bulgulart:

Son ferritin diizeyi:

Son hemoglobin ve KCFT diizeyi:

Splenektomi operasyonu dykiisii:



EK-5:

TALASEMI MAJORLU (TM) 34 VE TALASEMI INTERMEDIALI (TI) 10

HASTANIN VERILERI
Tan1 | Cinsiyet | Yas | Transfiiz Diizenli Hb(gr | Ferritin | Prohepsidin | CRP AST | ALT
yon? transfiizyon? | /dl) (ng/ml) | (ng/ml) (mg/L) | IU/ml | IU/ml
™™™ | kiz 25 evet evet 9,00 1890,00 | 419,8753 3,2 39 25
TM | erkek 17 evet evet 8,10 | 4047,00 | 257,6850 3,1 33 59
TM | erkek 21 evet evet 9,60 571,00 164,2420 2,2 30 20
T.M | erkek 32 evet evet 8,10 1446,00 | 186,2678 4,5 32 23
TM | erkek 10 evet evet 8,10 362,00 199,6168 4,8 25 10
T.M | erkek 20 evet evet 8,10 6420,00 | 82,1456 2,0 29 9
TM | erkek 10 evet evet 8,90 |2110,00 | 318,4229 4,3 23 12
™™™ | kiz 32 evet evet 9,50 1062,00 | 446,5733 3,3 21 19
TM | erkek 18 evet evet 11,10 | 2947,00 | 278,3759 5,6 29 22
TM | erkek 19 evet evet 8,70 1500,00 | 269,0316 4,3 30 21
™™™ | kiz 14 evet evet 8,70 3337,00 | 228,3172 4.4 38 23
™™™ | kiz 19 evet evet 8,60 3271,00 | 155,5651 3,2 30 10
TM | erkek 8 evet evet 8,90 1400,00 | 199,6168 3,1 29 15
TM | erkek 15 evet evet 8,90 8015,00 | 237,6615 3,1 25 13
T.M | erkek 21 evet evet 8,60 2789,00 | 184,9329 3,3 25 20
™™™ | kiz 11 evet evet 7,45 3640,00 | 255,6826 3,5 25 20
TM | erkek 30 evet evet 8,51 4573,00 | 173,5863 3,8 53 106
™™™ | kiz 8 evet evet 8,60 3795,00 | 316,4206 3,9 18 19
T.M | erkek 4 evet evet 7,10 1113,00 | 230,3195 3,7 31 23
™™™ | kiz 4 evet evet 9,30 1129,00 | 190,9400 4.4 33 29
™M | kiz 7 evet evet 9,80 1575,00 | 78,1409 2,3 25 11
™™™ | kiz 9 evet evet 8,50 1346,00 | 218,9729 3,4 25 20
™™™ | kiz 7 evet evet 9,50 1833,00 | 184,2655 3,6 24 12
TM | erkek 8 evet evet 10,20 | 4152,00 | 222,3101 2,5 20 20
™™™ | kiz 1 evet evet 8,70 | 401,00 | 263,0246 3,3 27 12
T.M | erkek 7 evet evet 9,50 2571,00 | 222,9776 3 32 35
™™™ | kiz 3 evet evet 9,70 1060,00 | 216,9705 2,2 20 25
™™™ | kiz 7 evet evet 10,80 | 1828,00 | 168,2467 3,1 134 68
™™™ | kiz 11 evet evet 8,25 3613,00 | 177,5910 3,1 66 125




TM | erkek 18 evet evet 8,30 880,00 190,9400 3,3 72 76
™™™ | kiz 2 evet evet 7,50 1440,00 | 206,9588 3,5 99 144
™™ | kiz 12 evet evet 8,50 1600,00 | 210,2960 3,6 31 21
™M | kiz 1 evet hayir * 6,60 144,00 206,9588 3,2 40 27
™™ | kiz 10 evet evet 6,40 1971,00 | 177,5910 3 30 20
T.i erkek 15 evet evet 8,60 1582,00 | 177,5910 3,2 30 20
T.i kiz 15 evet hayir 10,00 | 2435,00 | 215,6356 3,4 31 12
T erkek 17 evet hayir 6,20 1851,00 | 184,2655 3,5 37 23
T.i erkek 21 evet evet 8,60 3109,00 | 267,6967 3,9 23 22
T1 erkek 5 evet evet 8,70 1236,00 | 202,9541 4,6 25 17
T.i kiz 5 evet evet 8,80 632,00 134,2067 3,6 22 13
T erkek 8 evet hayir 7,80 342,00 116,1856 3,5 37 30
T.I kiz 9 evet hayir 8,40 719,00 206,2913 3 35 21
T1 erkek 4 evet hayir 8,10 311,00 100,8342 2,2 18 10
T.i kiz 10 evet hayir 9,00 1307,00 | 132,8718 3,2 30 16




EK-6

YASA GORE ORTALAMA HEMOGLOBIN DEGERLERI.

Yas Hemoglobin
(g/dl)
Ortalama Alt limit

0,5-1,9 12,5 11
2-4 12,5 11
5-7 13 11,5
8-11 13,5 12
12-14 (kiz) 13,5 12
12-14 (erkek) 14 12,5
15-17 (kiz) 14 12
15-17 (erkek) 15 13
18-49 (kiz) 14 12
18-49 (erkek) 16 14




