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TESEKKUR

Antalya Egitim ve Arastirma Hastanesi Tibbi Biyokimya Bolumud’ndeki
uzmanlik egitimim boyunca bilgi, beceri ve kiymetli hayat tecriibelerinden
faydalandigim, her zaman yanimda olan ve yanimda oldugunu hissettiren cok kiymetli
tez danismanim sayin hocam Dog. Dr. Aysegiil UGUR KURTOGLU’na cok tesekkiir

ederim.

Egitim siirem boyunca higbir destegini esirgemeyen, bana yol gosterici olan

Prof. Dr. Necat Yilmaz’a ¢ok tesekkiir ederim.

Uzmanlik egitim slirem ve ¢alisma ortamimda yardimlarini gordiigiim, bilgi ve
becerilerinden faydalandigim Prof. Dr. Esin Yilmaz, Prof. Dr. Giizin Aykal, Dog. Dr.
Aysenur Yegin, Do¢. Dr. Hamit Yasar Ellidag, Dog. Dr. Sibel Kulaksizoglu, Dog. Dr.
Ozgiir Aydin ve Basasistan Uzm. Dr. Seckin Ozgiir Tekeli ¢ok tesekkiir ederim.
Laboratuvarimizda birlikte ¢alisti§imiz, tecriibeleriyle bize yol gosteren tiim uzman

biiyiiklerime ve birlikte ¢alistigimiz asistan arkadaslarima ¢ok tesekkiir ederim.

Laboratuvarda birlikte ¢aligmaktan keyif aldigim laboratuvar calisanlarina

tesekkiir ederim.

Son olarak bu meslege sahip olmamda en biiyiik katkis1 olan, egitim hayatim
boyunca bana destek olan, her zaman yanimda olduklarini hissettiren annem ve
babama emekleri i¢in ¢ok tesekkiir ederim. Ayrica birlikte ayn1 yollardan gegtigimiz,

her zaman bana destek olan meslektasim, abime ¢ok tesekkiir ederim.
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OZET

AMAC: Demir metabolizmasimin diizenlenmesinde HIF2a, hepsidin, ferroportin
molekiilleri onemli bir role sahiptir. Son yillarda demir eksikligi anemisi olan
hastalarda yapilan ¢alismalarda ghrelin hormonu ve demir metabolizmasi arasindaki
iligski incelenmistir. Beta talasemi major inefektif eritropoez ve sik kan tansfiizyonlari
nedeniyle yliksek ferritin diizeylerinin goriildiigii konjenital bir hastaliktir. Beta
talasemi major hastalarinda HIF2a, hepsidin, ferroportin molekiilleri ile ilgili
calismalar bu yolaklarda bozukluklar oldugunu gostermektedir. Biz bu ¢alismamizda
ghrelin hormon diizeyinin beta talasemi major hastalarindaki degisimini inceleyerek

bu hastaligin etyopatogenezine katkida bulunmayi amacladik.

GEREC VE YONTEM: Calismamiza 75 goniillii dahil edildi. Calismaya katilan
goniilliiler 18-45 yas arasinda 42 kadin ve 33 erkekten olusuyordu. Goniilliilerin 52°si
beta talasemi major hastas1 23’t saglikli kontrol grubuydu. Calismaya dahil edilen
hastalar diizenli tedavi altinda olan takipli hastalardi. Goniillillerden alinan kan
orneklerinden hemogram parametreleri, rutin biyokimyasal parametreler ve serum
ferritin, vitamin B12, folik asit, HIF2a, hepsidin, ghrelin diizeyleri ¢alisildi. Serum
HIF2a, hepsidin, ghrelin diizeyleri elisa yontemiyle 6l¢iildii.

BULGULAR: Eritrosit indeksleri (RBC, Hb, Hct, MCV), WBC, Plt seviyeleri; total
bilirubin, direkt bilirubin, UIBC, TDBK ve ferritin diizeyleri iki grup arasinda anlamli
farkliliklar gosterdi. Serum folik asit, vitamin B12, HIF2a ve hepsidin diizeyleri
kiyaslandiginda iki grup arasinda anlamli bir farklilik tespit edilmedi. Hasta grubu ile
saglikli kontroller karsilastirildiginda serum ghrelin diizeyleri hasta grubunda anlaml
diizeyde yiiksek bulundu. Hasta grubunda serum ghrelin ve ferritin diizeyleri arasinda

anlaml1 diizeyde pozitif korelasyon tespit edildi.

SONUC: Beta talasemi major hastalarinda serum hepsidin ve HIF2a diizeylerinin
kontrol grubuyla ayni diizeyde olmasi tedavinin etkinliginin bir gostergesi olabilir.
Beta talasemi major hastalarinda yiiksek ghrelin diizeylerinin bozulmus demir
metabolizmasinin regiilasyonunda dnemli bir role sahip olabilecegini diistindiirdii.
Serum ghrelin diizeyleri ile ferritin arasindaki pozitif korelasyon serum demirinin

ghrelin sentezinde dnemli role sahip olabilecegini, artan ghrelin diizeylerinin ferritin
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sentezini artiran bir etken olabilecegini diislindiirdii. Bu konuda hiicresel diizeyde

yapilacak ileri ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.



ABSTRACT

OBJECTIVE: HIF2a, hepcidin and ferroportin molecules have an important role in
the regulation of iron metabolism. In recent years, studies conducted in patients with
iron deficiency anemia have investigated the relationship between ghrelin hormone
and iron metabolism. Beta thalassemia is a congenital disease in which high ferritin
levels are seen due to major ineffective erythropoiesis and frequent blood transfusions.
Studies on HIF2a, hepcidin, and ferroportin molecules in beta thalassemia major
patients show that there are disorders in these pathways. In this study, we aimed to
contribute to the etiopathogenesis of this disease by examining the changes in ghrelin

hormone levels in patients with beta thalassemia major.

MATERIALS AND METHODS: 75 volunteers were included in our study. The
volunteers participating in the study consisted of 42 women and 33 men aged 18-45
years. Of the volunteers, 52 were patients with beta thalassemia major and 23 were
healthy controls. The patients included in the study were followed-up patients who
were under regular treatment. Hemogram parameters, routine biochemical parameters
and serum ferritin, vitamin B12, folic acid, HIF2a, hepcidin, ghrelin levels were
studied from blood samples taken from the volunteers. Serum HIF2a, hepcidin, ghrelin

levels were measured by ELISA method.

RESULTS: Erythrocyte indices (RBC, Hb, Hct, MCV), WBC, Plt levels; total
bilirubin, direct bilirubin, unsaturated iron binding capacity, total iron binding capacity
and ferritin levels showed significant differences between the two groups. When serum
folic acid, vitamin B12, HIF2a and hepcidin levels were compared, no significant
difference was found between the two groups. When the patient group and healthy
controls were compared, serum ghrelin levels were found to be significantly higher in
the patient group. There was a significant positive correlation between serum ghrelin

and ferritin levels in the patient group.

CONCLUSION: The fact that serum hepcidin and HIF2a levels in beta thalassemia
major patients are at the same level as the control group may be an index of the
effectiveness of the treatment. It suggested that high ghrelin levels may have an

important role in the regulation of impaired iron metabolism in patients with beta



thalassemia major. The positive correlation between serum ghrelin levels and ferritin
suggested that serum iron may have an important role in ghrelin synthesis, and that
increased ghrelin levels may be a factor that increases ferritin synthesis. Further studies

are needed on this subject at the cellular level.
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1. GIRIS VE AMAC

Beta talasemi konjenital hemoglobinopatiler arasinda ¢ok sayida organin
etkilendigi komplikasyonlarla seyreden bir hastaliktir. Inefektif eritropoeze bagl olan
kronik anemi, hipoksi, sik kan transfiizyonlari, demir selasyon tedavilerine ragmen
yiiksek demir seviyeleri bu hastalarda goriilen en sik problemlerdir. Bu hastalarda
yiiksek demir seviyelerinin bozulmus hepsidin-ferroportin yolagi disinda 6zellikle
ince bagirsaklardan kronik hipoksi nedeni ile artan demir emilime bagli oldugunu
gosteren ¢aligmalar bulunmaktadir (1). Literatiirde beta talasemi hastalarinda ghrelin
hormonunun gonadal gelisim {izerine etkileri incelenmis ve ghrelin hormon
eksikligine bagl olarak gonadal gelisim yetersizligi olabilecegi vurgulanmistir (2).
Literatiirde ghrelinin demir metabolizmasi {izerine etkileri daha ¢ok demir eksikligi
anemisinde arastirilirken (3,4), ghrelin hormonu ile hemoglobinopatili hastalarda

demir diizeyleri arasindaki iliskiyi inceleyen ¢ok az ¢alisma bulunmaktadir.

Ghrelin hormonu, 6zellikle mide fundusu basta olmak tizere hipotalamus, hipofiz,
tiroid, ince bagirsak, karaciger, bobrek, kalp, pankreas ve gonadlar gibi viicudumuzda
birgok organda sentezlenmektedir. Istahin diizenlenmesi, biiyiime hormonu salgilatici
ozelligi, antiinsiilinerjik etki, vazodilatasyon ghrelin hormonunun fizyolojik etkileri

olarak belirtilmektedir (5,6).

Literatiirde ghrelin hormonu ve demir metabolizmasi ile ilgili ¢ok az sayida
calisma bulunmaktadir. Bir ¢alismada ghrelin peptidinin karaciger ve dalakta
ferroportin-1 molekiiliiniin ekspresyonunu arttirdigi belirtilmektedir (7). Bilindigi
tizere ferroportin-1 molekiilii viicudun ihtiyacina gére bagirsak, karaciger gibi
dokulardan kana demir molekiiliiniin salinimini saglayan proteindir. Ferroportin-1
molekiiliiniin seviyelerinin diizenlenmesinde ayrica hepsidin, hipoksi ile indiiklenen
faktor 2-alfa (HIF2a) molekiilleri de rol almaktadir. HIF2o molekiilii ferroportinin gen
ekspresyonunu arttirirken, hepsidin  hormonu hiicre yiizeyindeki ferroportin
molekiiliine baglanmakta ve kompleks halinde hiicre igine alinarak ferroportin
molekiiliiniin degradasyonuna neden olmaktadir. Demir metabolizmas: ile ilgili

literatiirlerde hepsidin hormonunun serum demir diizeyleri yiiksek oldugu donemlerde



arttigin1 ve ferroportinin degradasyonunu saglayarak demir diizeylerinin azalmasina
neden oldugu belirtilmektedir (8). HIF2a molekiilleri ise o&zellikle bagirsak
hiicrelerinde ferroportin molekiiliiniin gen ekspresyonunu arttirarak serum demir

diizeylerini arttirmaktadir (9).

Biz bu ¢alismamizda beta talasemi major hastalarinda serum ghrelin, hepsidin,
HIF2a ve ferritin diizeyleri arasindaki iliskiyi inceleyerek, ghrelin hormonunun demir
metabolizmasi iizerindeki olasi etkilerini arastirdik. Beta talasemi major hastalarinda
demir metabolizamasinin bozulmasina yol acan molekiiler yolaklarin etkilesimini

gostermeyi amacladik.



2. GENEL BILGILER

2.1.  TALASEMIi

Talasemi, Yunanca thalassa (deniz) ve haima (kan) kelimelerinin
birlestirilmesi ile olusturulmustur. (1). Talasemi, hemoglobin A'nin a veya [ globin
zincirlerinin sentezi ile ilgili bozukluklari ifade eder. Kromozom 11 (B) ve 16 (a)
tizerinde yer alan globin genlerinin bir veya daha fazlasinin patolojik allelleri seklinde
aktarilir. 200'den fazla tespit edilen mutasyon, a ya da B globin mRNA'sinda

transkripsiyon ve/veya translasyon bozukluklarina neden olmaktadir (10,11).
2.1.1. Hemoglobinin Yapisi

Hemoglobin (Hb), her biri bir hem prostetik grubuna bagli a-benzeri ve -benzeri
globin alt birimlerinden olusan bir heterotetramerdir (12). Globin zincirlerinin
bilesimine gore hemoglobin tipi belirlenir. HbF (Fetal hemoglobin) iki alfa ve iki gama
zincirine (2 alfa 2 gamma), HbA iki alfa ve iki beta zincirine (2 alfa 2 beta) , HbA2 iki
alfa ve iki delta zincirine (2 alfa 2 delta) sahiptir. Yenidoganda HDbF, toplam
hemoglobinin yaklagik yiizde 80'ini, HbA ise yiizde 20'sini olusturur. Gama globin
sentezinden (HbF) beta globin sentezine (HbA) gegis fotal hayatta baslar. Yaklasik alti
aylik olduklarinda, saglikli bebekler ¢ogunlukla normal hemoglobin miktarlarina
ulagir (13). Dogumdan bir y1l sonra yetigskin Hb fenotipi tamamen yerlesir ve HbA (a2
B2, %97), HbA2 (a2 62 , %2) ve HbF'den (a2 y2 , %1) olusur (14).

Hemoglobinopatiler diinya c¢apinda en yaygin kalitsal hastaliklar arasindadir.
Diinya ¢apinda niifusun yaklagik %1-5'1 talasemi mutasyonu tasiyicisidir. Talasemiler,

hemoglobin iiretiminde otozomal resesif olarak kalitilan hastaliklardir(15).

Hemoglobin bozukluklari, globin zinciri iiretimindeki patolojik bozukluklara gore

karakterize edilir;

o Kantitatif kusur (Talasemiler: a-talasemi, B-talasemi vb.)
o Kalitatif kusur (Hemoglobinopatiler)
e Fetal Hb'nin kalitsal kaliciligi (16)



a-Talasemi genellikle a-globin gen bdlgesindeki delesyonlardan veya daha
nadiren nokta mutasyonlarindan kaynaklanir. B-talasemi ise genellikle [-globin
genindeki nokta mutasyonlari sonucu meydana gelir (14). B-globin geninin normal
fonksiyonunu etkileyen 200°den fazla mutasyon tespit edilebilmistir (17). Bunlar
arasinda promotor bdlge mutasyonlari, poliadenilasyon mutasyonlari, konsensus
bolgesi niikleotit  degisiklikleri, intron degisiklikleri gibi mutasyonlar
bulunmaktadir(18).

2.1.2. Beta Talasemiler

B-talasemiler, B-globin =zincir sentezinin azalmasi veya olmamasi ile
karakterize heterojen otozomal resesif kalitsal anemilerdir. P-talasemi oldukga
yaygindir ve kiiresel niifusun %1,5' inin tagiyici oldugu rapor edilmistir (19). Akdeniz
tilkeleri, Orta Dogu, Orta Asya, Hindistan, Uzak Dogu, Afrika'nin kuzey kiyisi
boyunca uzanan iilkeler ve Giiney Amerika'da sik goriilmektedir (1,20). Tirkiye’de
1995-2000 yillar1 arasinda 100 000 kiside B-talasemi prevalansi 5.7, B-talasemi tasiyict
orani ise % 4.3 bulunmustur. Kapsamli bir ulusal hemoglobinopati kontrol programi
24 Ekim 2002'de yirirlige girdikten sonra 2008 yilina kadar Tirkiye'de etkilenen
yenidoganlarda %90 azalma saglanmistir (21). 1 Kasim 2018 tarihinden sonra
Hemoglobinopati Kontrol Programi, “Evlilik Oncesi Hemoglobinopati Tarama
Programi1” seklinde tiim Tiirkiye’de uygulanmaya baglanmistir. Tiirkiye’de, beta-
talasemi tasiyict sikligi %2,1°dir (22). Diinya genelinde hemoglobinopati dagilimi
sekil 1°de gosterilmistir (14).

Ug ana formu igerir;

1) B-talasemi major (TM)( Cooley anemisi / Akdeniz anemisi )

2) PB-talasemi intermedia (TI)

3) p-talasemi mindr (B-talasemi tasiyicisi/PB-talasemi trait /heterozigot p-
talasemi)(19)

Bir hatali beta globin geni varsa beta talasemi mindr veya beta talasemi
tasiyicisi, iki gen hatali ise beta talasemi major hastali§i meydana gelir. Beta globin
genindeki mutasyon, beta zincirinin hi¢ yapilmamasina veya az yapilmasina neden

olur. Alfa zincir yapimi normal hizda devam ettigi i¢in alfa zincir lehine dengesizlik



olur. Bu da inefektif eritropoeze yol agar (18). Inefektif eritropoez, eritroid
progenitorlerin anormal farklilasmast veya olgunlagmasi bununla birlikte anormal
eritroblastlarin  artan yikimi ile karakterizedir. Inefektif eritropoezde, eritroid
progenitorlerinin ¢ogalmasi ve hayatta kalmasi artmasina ragmen, hiicrelerin sadece
az bir kismi olgunlasir ve eritroblastlardan normal kosullar altinda beklenenden

oransal olarak daha az RBC (kirmizi kan hiicresi) iiretilir (23).
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Sekil 1: Hemoglobinopatinin endemik oldugu bolgeler

2.1.2.1. Beta talasemi hastaliginda klinik bulgular:

Klinik olarak talasemi kronik anemi, artmis bagirsak demir emilimi ve bunun
sonucunda gelisen kronik komplikasyonlar (karaciger yetmezligi, kalp yetmezligi,

diabetes mellitus vb.) ve mortalite ile karakterizedir (24,25).

Talasemi major klinik olarak dogumdan sonra 6 ile 24 ay arasinda semptom
verir. Etkilenen bebeklerde gelisme geriligi olusur ve giderek solgunlasir. Beslenme
sorunlari, ishal, sinirlilik, tekrarlayan ates nobetleri ve dalak ve karaciger biiytimesi

goriilebilir. Hastalarin tedavi edilmedigi veya yetersiz transfiizyon yapildigi



durumlarda, talasemi majoriiniin klinik tablosu biiyiime geriligi, solgunluk, sarilik,
zayif kas yapisi, genu valgum, hepatosplenomegali, bacak {ilserleri, ekstramediiller
hematopoez ve kemik iliginin genislemesinden kaynaklanan iskelet degisiklikleri
seklinde goriilebilir. iskelet sisteminde goriilen deformiteler, uzun kemiklerdeki sekil
bozukluklarint ve kraniyofasiyal degisiklikleri (kafatasi ¢ikintisi, belirgin malar
eminens, burun kemigi basikligi, goziin mongoloid egilimi ve maksilla hipertrofisi)

igerir (1).

Talasemi intermedia'li bireylerde semptomlar, daha ge¢ donemde bulgu verir.
Daha hafif anemiye sahiptir, transfiizyon gerektirmez veya nadiren gerektirir. Klinik
olarak erken bulgu veren siddetli hastalar, 2 ile 6 yaslar1 arasinda semptom verir ve
diizenli kan transfiizyonu almamalarina ragmen, biiyiime ve gelisme geriligi olusur.
Kronik anemi sonucu ekstramediiller eritropoez ile eritroid iligin hipertrofisi goriiliir.
Sonug olarak, kemik ve yliziin karakteristik sekil degisiklikleri, uzun kemik kiriklari
ile osteoporoz ve dalak, karaciger, lenf diigiimleri, omurgay1 etkileyen eritropoietik
kitleler olusabilir. Talasemi minér tastyicilari genellikle asemptomatiktir ancak bazen

hafif bir anemi goriilebilir (1).

Talasemili hastalarda, eritrosit morfolojik degisiklikleri [mikrositoz,
hipokromi, anizositoz, poikilositoz (spikiile gézyast damlasi ve uzun hiicreler)] ve
eritroblast goriilebilir. Eritroblast sayisi aneminin siddeti ile iliskilidir ve 6zellikle
splenektomiden sonra artis gosterir (1). Transfiizyon bagimli hastalarda demir
toksisitesi, gelisimin tiim asamalarin1 (eritropoez, biiylime, cinsel olgunlasma,
endokrin homeostazi, kardiyak, karaciger ve bobrek fonksiyonu, kemik
metabolizmasi, yaslanma) etkileyebilir ve onlar1 artan bir malign transformasyon

riskine maruz birakir (24).
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dengesizlik
Hemoliz Transflizyon

Ekstrameduller hematopoez Karaciger demir konsantrasyonu T
Miyokardiyal demir konsantrasyonuT

Hiperkoagiilobilite Anemi Primer demir vii .
yuklenmesi I "
*  Protrombotik eritrosit ¢ Doku hipoksisi « serum ferritin t Seko:der d?m'_ftﬁk;e“m%l
. e . . erum ferriti
Kemik iligi genislemesi e Karaciger demir konsantrasyonuf .

Sekil 2: Inefektif eritropoez ve transfiizyona bagl goriilen degisiklikler

2.1.2.2. Beta talasemi hastalarinda tedavi:

Beta talasemi major hastalari, hemoglobin seviyesini 9 g/dL ‘den daha yiiksek
tutmak i¢in periyodik olarak yasam boyu kan transfiizyonlarina gereksinim duyar. Kan
transfiizyonu ihtiyaci alti aylikken baglayabilir. Beta talasemi intermedia'li hastalar
icin, transfiizyon karari klinik degerlendirme sonucu verilir. Kisinin hemoglobini
normal bir yasam ig¢in yetersiz oldugunda veya anemi biliylime ve gelismeyi
bozdugunda gerekli hale gelir (13). inefektif eritropoez ve transfiizyona bagl goriilen

degisiklikler sekil 2°de gosterilmistir (26).

2.2. HEPSIDIN

Hepatik bakterisidal protein (hepsidin), karacigerde eksprese edilen
antimikrobiyal peptit olarak 2000 yilinda insan idrarinda kesfedilmistir (27). Sentez
yeri (hep-) ve antibakteriyel 6zellikleri (-cidin) sebebiyle hepsidin adini almistir.
Hepsidin temel olarak demirin homeostazinda gorev alan bir hormondur. Sistein
acisindan zengin, kiigiik katyonik bir peptittir (28). Hepsidin birincil olarak
hepatositlerde ve daha az dl¢iide monositler, makrofajlar, adipositler, bobrekler, ince

bagirsak, plasenta, retinal hiicreler ve kardiyomiyositler tarafindan sentezlenir (27).



Hepsidin, hepsidin antimikrobiyal peptit (HAMP) geni tarafindan tiretilir(27).
HAMP geni, 19913 kromozomunda bulunur. HAMP geni; beyin, karaciger, omurilik,
akcigerler, kalp, iskelet kaslari, bagirsak, mide, pankreas, testis, adipositler ve
makrofajlar dahil olmak iizere bir¢ok bolgede ifadeye sahiptir. Hepsidinin translasyon
sonrasi liretimine hepatik prohormon konvertaz furin aracilik eder (28). Baslangicta
84 amino asitlik pre-pro-hepsidin seklinde sentezlenir. Daha sonra 60 amino asit olan
pro-hepsidine islenir. Son olarak C-terminali 25 amino asit aktif peptit olarak boliiniir.
Hepsidin, 4 disiilfid bagi ile stabilize edilmis sa¢ tokasi yapisinda siki katlanmis bir
peptit hormondur. HAMP geni mutasyonunda, asir1 demir yiiklenmesi Ve
hemokromatoz goriiliir. Hepsidin ekspresyonu asir1  demir yiiklenmesi ve

inflamasyonda artar, demir eksikligi ve hipoksi durumlarinda azalir (27).

Hepsidin, demir emilimini ve geri doniisiimiinii kontrol etmek igin ferroportin
igsellestirmesini ve yitkimini indiikler. Bagirsaktan demir emilimini diizenler. Demirin,
negatif geri bildirim mekanizmasi ile makrofajlardan kana salimini saglar. Hepsidin,
ferroportini pargalayarak demirin kana gegisini engeller. Hepsidin demir homeostazini
3 farkli yolla yapar: duodenumda besinlerden demir emilimini azaltma, dolasimdaki
makrofajlardan demir salinimini blokajlama ve hepotositler igindeki demir stoklarinin
taginmasini kontrol etme. Plazma demir konsantrasyonu arttiginda, hepatik dokularda

hepsidin mMRNA transkripsiyonu artar(29).

Hepsidin

Sekil 3: A, hepsidin/Fab yapisi. B, diizensiz tepe noktalar1 ve kiikiirt atomlarinin
yerleri. Hepsidinin yiiksek (C) ve diisiik sicaklikta (D) niikleer manyetik rezonans
(sirastyla kirmizi ve mavi) ve kristal yapisinin (yesil) ortiismesi (30).



2.2.1. Hepsidin Sentezinin Diizenlenmesi

Kemik morfojenik proteini (BMP) ve koreseptorii hemojuvelin (HIJV)
tarafindan karacigerde hepsidin transkripsiyonu diizenlenir. BMP’ler, 6zellikle BMP-
6, HAMP ekspresyonunu indiikleyebilir ve sonucunda hepatosit hepsidin

ekspresyonunu arttirabilir (27).

BMP6-SMAD1/5/8 yolu, molekiiler diizeyde demire yanit olarak hepsidinin
transkripsiyonel diizenleyicisi olarak gorev yapar. BMPG6, koreseptor HI'V ve BMP tip
I ve tip II reseptdrlerine baglanir. Iletilen sinyalle SMAD1/5/8 proteinlerinin
fosforilasyonu indiiklenir. Fosforillenmis SMADZ1/5/8 proteinleri, SMAD4 ile
kompleks olusturur ve hepsidin promotorii {izerindeki BMP'ye yanit veren elementler

bolgesine baglanir. Hepsidin transkripsiyonu indiiklenir (8).

Karaciger demirindeki artislar, agirlikli olarak karacigerde parankimal
olmayan hiicrelerde BMP6 ekspresyonunu indiikler. Dolagimdaki transferrinle taginan
demir ise, transferrin reseptorii 1 ve 2 tarafindan algilanir ve BMP6'dan bagimsiz
olarak SMAD1/5/8 fosforilasyonunu indiikler. Bu sekilde BMP-SMAD1/5/8 sinyal
yolagi uyarilir(8).

BMP6 sinyali, HJV tarafindan modile edilir. HJV ise TMPRSS6
(transmembran serin proteaz-2) geni tarafindan kodlanan matriptaz-2 tarafindan
yikilir. TMPRSS6, demir eksikligine yanit olarak bu yolun negatif diizenleyicisidir.
BMP'ler ayrica SMAD'den bagimsiz yollar 6rnegin mitojenle aktive olan protein

(MAP) kinazlar araciligiyla da sinyal verebilir (27).
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Sekil 4: Hepsidinin BMP-SMAD1/5/8 yolagi lizerinden hiicre i¢i etkileri ve
diizenlenmesi (8).

2.2.2. Hepsidin Sentezini Etkileyen Faktorler
Hepsidin pozitif regiilasyonu:

e Viicut demir yiikii

e Inflamasyon (Ozellikle IL-6 Janus kinaz sinyal yolag1 araciligtyla etkir.)
Hepsidin negatif regiilasyonu:

e EGF (Epidermal biiyiime faktorii)
e Testosteron

e Ostrojen

e Hipoksi

e Eritropoezis (28,31)
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2.3. HIF2 ALFA

Oksijen homeostazinin diizenlenmesi ve korunmasinin, hiicre canliliginin
devaminda 6nemli bir rolii vardir. Hipoksi, bir dokuda diisiik veya yetersiz oksijen
bulunma durumunu ifade eder. Fizyolojik ve patolojik durumlarda goriilebilir.
Hiicreler, belirli organlara yetersiz kan akis1 veya diisiik hemoglobin seviyeleri
nedeniyle protein aktivitesini modiile ederek veya hem transkripsiyonel hem de
transkripsiyon sonrasi seviyelerde, kimyasal bilesiklere maruz kalmanin neden oldugu

oksijen yoksunluguna uyum saglayabilir (32).

Hipoksi ile indiiklenebilir faktorler (HIF'ler) baslangigta hipoksi tarafindan
indiiklenen eritropoietin (EPO) gen diizenleyici sekansa baglanan bir protein
kompleksi olarak kesfedilmistir. Bunlar, hipoksiye verilen genomik yanitin ana
transkripsiyon faktorleri ve anahtar diizenleyicileridir. HIF'ler, yaygin olarak eksprese
edilen ve ekspresyonu oksijen tarafindan diizenlenen yiiksek oranda korunmus

heterodimer transkripsiyon faktorleridir (33).

Hipoksi ile indiiklenebilir faktorlerin aktivasyonu , eritropoez, anjiyogenez,
hiicre proliferasyonu ve farklilagmasi , metabolizma gibi bir ¢ok biyolojik siirecte yer
alan yiizlerce genin ekspresyonunu diizenler ve disiik oksijen durumlarina
adaptasyonu kolaylastirir (34). HIF sinyali ayrica transkripsiyonel baskilayicilar ve
mikroRNA'lar gibi HIF hedef genleri araciliiyla gen ekspresyonunu da baskilayabilir.
HIF sinyali, hipoksiye cevabin regiilasyonunda Notch ve niikleer faktér-kB (NFkB)
gibi sinyal yollariyla da etkilesim halindedir (35). iskemik kardiyovaskiiler hastalik,
felg, kronik akciger hastalig1 ve kanser gibi bir¢ok hastalikta HIF’i hedef alan genlerin
ekspresyonunda artis gozlenmistir (34).

Helix-loop-helix Per-Arnt-Sim (bHLH-PAS) ailesinin temel iiyeleri olan
heterodimerik HIF transkripsiyon faktorleri, oksijene duyarli bir a alt birimi ve
fonksiyonel bir HIF olusturan aril hidrokarbon reseptorii niikleer translokator (ARNT)

olarak da bilinen kararli, yapisal olarak ifade edilen bir 3 alt birimi igerir (33).

11



Hipoksi ile indiiklenebilir faktoér o 'min ii¢ alt tipi bulunur. Bunlar; HIF-la,
HIF2a ve HIF-3a’dir. HIF-10’nin ekspresyonu yaygindir ve transferrin (Tf), vaskiiler
endotelyal biliylime faktorii (VEGF), glukoz tasiyicilar, glikolitik yol enzimleri,
insiilin benzeri biiyiime faktorii-2, endotelin-1 ve indiiklenebilir nitrik oksit sentetaz
kodlayan genler gibi ¢cok sayida geni transkripsiyonel olarak upregiile eder. Bununla
birlikte, HIF-2a. ve HIF-3a ¢ogunlukla dokuya 6zgii eksprese edilir. HIF-2o’nin
ekspresyonu renal interstisyel fibroblast benzeri hiicreler, endotelyal hiicreler ve
glialar gibi spesifik hiicre tiplerindedir. Enterosit demir aliminda 6nemli bir rol oynar
ve EPO firetiminin birincil diizenleyicisidir (33). HIF-1, hipoksi basladiktan sonra
hemen uyarilirken, HIF-2 daha yavas aktive edilir ve aktivasyon daha uzun siire devam
eder. HIF-1 ve HIF-2, ortak bir hipoksi yanit elemani (HRE) araciligiyla hareket eder
ancak hiicre tipine bagli olarak farkli hedef genlerin aktivasyonuna neden olabilir (35).
HIF-1a. ve HIF-2a'nin glukoz metabolizmasini, anjiyogenezi, hiicre sag kalimu,
proliferasyonu, gocii diizenledigi ve HIF sinyal yolunun ayrica inflamatuar yanitlarda
ve bagisiklik ortaminin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynadig1 kapsamli bir sekilde

gosterilmistir (33).

HIF-1o. ve HIF-2a’nin %48 amino asiti 6zdestir. HIF-1o akut hipoksi
cevabinda aktive olurken, HIF-2a kronik hipoksi ile alakalidir (34). Bununla birlikte,
HIFa’nin bir alt biriminde azalma, diger alt birimde telafi edici bir artigla sonuglanir.
Bir calismada HIF-1a'nin yikilmasimin karsilikli diizenleyici mekanizma ile HIF-2a

ekspresyonunu arttirdigi ve bunun HIF-1o'dan gegis yaptigi gosterilmistir (33).

Hipoksi ile indiiklenebilir faktor 3, HIF ailesinin en yeni tiyesidir. HIF-30 'nin
farkli promotorler, transkripsiyon baglatma bolgeleri ve alternatif ekleme gibi
nedenlerle ¢oklu varyantlara sahip oldugunu gosteren birkag¢ ¢alisma bulunmaktadir.
Bir ¢alismada, HIF-3a varyantlarindan bazilariin HIF-1/2a'nin  baskin-negatif
diizenleyicileri oldugu, bazilarinin ise ortak B-alt birimleri i¢in yarigarak HIF-1/2a

islevlerini inhibe ettigi bulunmustur (33).
2.3.1. HIF Sentezinin Diizenlenmesi

Hidroksilasyon gibi translasyon sonrast modifikasyonlar ile HIF o alt biriminin

stabilitesi ve aktivitesi diizenlenir. HIF regiilasyonu, HIF' lerin stabilitesinden ve tam
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transkripsiyonel aktivitesinden sorumlu olan prolil-4-hidroksilazlarin (PHD'ler)
aktivitesine ve HIF-a 'y1 inhibe eden faktorlere (FIH'ler) baglidir (32).

Memeli hiicreleri PHD1, PHD2 ve PHD3 igerir. PHD'ler aktif bir bolgede
demir baglanmasini1 ve koaktivator substrat olarak oksijeni gerektiren 2-oksoglutarat
bagimli dioksijenazlardir. Normoksik kosullar altinda, PHD'ler, HIF a alt birimlerini
ubikuitin-proteazom yoluyla belirli prolinlerde (HIFla tizerinde Pro564, HIF2a
tizerinde Pro530 ve HIF3a tizerinde Pro490) hidroksile eder. HIF'nin VHL'ye (von-
Hippel-Lindau) ve ardindan E3 ubiquitin ligaz kompleksine baglanmasi igin oksijene
bagimli prolil-hidroksilasyon gereklidir, bu da HIF-a alt biriminin hizli proteasomal
bozulmasina yol acar. Yani HIF-a normoksik kosullar altinda VHL tiim6r baskilayici

protein ile etkilesimiyle ubikuitin-proteazom yoluyla pargalanir (33).

Proteozomal

Prolil Hidroksilasyon
Degredasyon

o> (] \- ‘/

HiPOKSI >

Sekil 5: HIF proteinlerinin diizenlenmesi (36).

HIF'yi (FIH) inhibe eden faktor, C-terminal transaktivasyon alanindaki
asparagin (Asn) kalintisin1 (HIF-1a: Asn803, HIF-2a: Asn851) hidroksilatlar, bu da
HIF-a ve onun koaktivator proteini p300/cAMP yanit elementi baglayict protein
(CREB) baglanmasinin inhibisyonuna ve transaktivasyonun baskilanmasia yol

acar(34).
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Hiicresel oksijen veya demir mevcudiyetindeki bir azalma, HIF-a alt
birimlerinin PHD'ye bagli prolin hidroksilasyonunu inhibe ederek stabilizasyona yol
acar. Stabilizasyonun ardindan regiilator subunit birikir ve ¢ekirdege yer degistirir.
ARNT/HIF-B ile ortak olur, p300/CBP gibi transkripsiyonel kofaktorleri alir. Hedef
gen diizenleyici dizilerin HRE'lerine baglanir ve genlerin transkripsiyonunu aktive
etmek i¢in bir dizi hedef genin giiglii indiiksiyonuna aracilik eder (33). Bu etkilesim,
EPO ve VEGF gibi bircok genin uyarilmasini saglar. Bunun sonucunda doku
homeostazin1 yeniden saglamak i¢in NF-kB ve Toll benzeri reseptorler (TLR'ler)
tarafindan aracilik edilenler gibi birkag hipoksik adaptif yolun aktivasyonu gerceklesir
(32).

Hiicre dis1 1s1 soku proteini 90 (Hsp90), Hsp70 ve Hsp70-etkilesimli proteinin
karboksil terminali, HIF-la 'nmin yayginlagsmasini ve bozulmasini segici olarak
diizenler. Ancak HIF-2a'y1 diizenlemez. Ek olarak fosforilasyon, HIF-a
stabilizasyonuna neden olan diger bir yoldur. ERK-MAPK HIF-1a fosforilasyonu,
HIF-1a aktivasyonuna yol agar. Ayrica P42/44 ve p38 kinaz da HIF-1a ve HIF-2a’1
fosforile eder (33).

Yapilan son ¢alismalarda, PI3K/Protein kinaz B (Akt) ve protein kinaz A
(PKA) yolunun da HIF diizenlemesinde rolii oldugu bulunmustur. PKA yolundaki
diizenlemede HIF 1a’nin fosforilasyonu, proteazomal degradasyonunu inhibe eder ve

stabilizasyonuna direk etkisi vardir (32).
2.3.2. HIF Sentezini Etkileyen Faktorler
HIF Proteini Pozitif Regiilasyonu

e EPO
e |IL-4 ve IL-13 gibi sitokinler
e Siiksinat gibi ara metabolitler, bakteriyel lipopolisakkaritler

e Reaktif oksijen tiirleri (ROS)

Prolil hidroksilazlarin diizenlenmesinde oksijen mevcudiyetinin yani sira
cesitli metabolitlerin de katkisi vardir. Inflamasyon dogrudan HIF diizenlemesi ile

yakindan baglantilidir. Makrofajlarda, bakteriyel lipopolisakkarit (LPS), NF-KB'yi
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aktive eder, hiicre ici ferritini artirarak dogrudan HIF-lo mRNA'y1 ve HIF-la
ekspresyonunu arttirir.  1L-4 ve 1L-13 gibi sitokinler ise 6zellikle HIF-2a
ekspresyonunda artisa neden olur. Ayrica, sitokin kaynakli ROS ve 6zel olarak

mitokondriyal ROS 'un HIF 'i dogrudan aktive ettigi gosterilmistir (33).

Prolil hidroksilazlarin inhibisyonu, HIF hedef genlerini aktive eder ve

PHD'lerin genetik olarak bozulmasi, HIF ekspresyonunu arttirir(33).

2.4. GHRELIN

Ghrelin, biiyime hormonu sekretagog reseptoriiniin (GHSR) endojen ligand:
olarak ilk olarak 1999 yilinda tanimlanan bir gastrointestinal (GI) hormondur (37).
Giliglii biiyiime hormonu (GH) salma aktivitesi sergiledigi i¢in adim1 "biiytimek"

anlamina gelen "ghre"den almistir (38).

Ghrelin, gida alimin1 ve viicut agirhigim arttirdigi i¢in “aglik hormonu” olarak
adlandirilmigtir. Ghrelinin glikoz ve lipid metabolizmasinin diizenlenmesi, gastrik asit
sekresyonunun, mide motilitesinin ve bosalmasinin uyarilmasi dahil olmak iizere ¢ok
sayida biyolojik islevi gosterilmistir. Boylece, ghrelinin “aglik hormonu” olarak

adlandirilmasi, pleiotropik bir hormon olarak taninmasina dontismiistiir (37).
2.4.1. Ghrelin Sentezi

Ghrelin, 28 amino asitli bir peptit hormonudur ve temel olarak midenin
submukozal tabakasindaki P/D1 (insan) ve X/A benzeri (kemirgen) hiicreleri
tarafindan ftretilir (37). Midenin yan1 sira plasenta, bobrek, kalp ve tiroidde de
sentezlendigi gosterilmistir (38). Insan ghrelin geni, GHRL, kromozom 3p25-26
lokusunda bulunur. ilk olarak aktivasyonu igin bir dizi islem adimindan gegen 117
amino asitlik preproghrelin olarak sentezlenir. Daha sonra post-transkripsiyonel
olarak modifiye edilir (39). Preprogrelin 6nce progrelin liretmek {izere pargalanir.
Ardindan enzim prohormon konvertaz 1/3 (PC1/3) tarafindan proghrelin C-terminal
Pro-Arg bolgesinde boliinerek ghrelin peptidini dretir (37). Memeli ghrelinlerinin

amino asit dizileri iyi korunur ve N-terminal 10 amino asitleri aynidir (39).
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Ghrelin, aktivasyonuna gore agillenmis ghrelin (AG) ve des-agil ghrelin
(DAG) olmak iizere iki formu vardir. Bu aktivasyon, O-agiltransferaz (GOAT)
tarafindan yag asitlerinden bir agil grubununun ghrelinin serin-3 kalintisina aktarilarak
bir esterlesme reaksiyonu ger¢eklesmesi sonucu olusur (38). GOAT, agilasyon islemi
icin ana acil dondrii olarak genellikle oktanoik asiti kullanir bununla birlikte
aktivasyon i¢in ¢esitli yag asitlerini (C2 ila C16) de kullanabilir. Ek olarak, orta zincirli
yag asitlerinin artan alimi AG seviyelerini arttirabilir. Oransal olarak dolasimdaki
toplam ghrelinin %10'dan azi agillenirken, %901 des-agil ghrelin (DAG) olarak
bulunur. DAG'in biyolojik etkileri hakkinda smirlt bilgi mevcuttur ancak DAG'nin,
muhtemelen GHSR1a'dan bagimsiz yollarla ve heniiz tanimlanamayan reseptoriiniin
aktivasyonu yoluyla AG etkilerini ¢ogunlukla engelledigini gosteren artan kanitlar

vardir (37). Ghrelin sentez yolaklari sekil 6°da gosterilmistir (40).

RARAI

Ghrelin DNA (3p25-26 )

Preproghrelin

Proghrelin

Prohormon Konvertaz 1/3

Ghrelin
O-agiltransferaz (GOAT)
(Posttranslasyonel Modifikasyon)
Des-acil Ghrelin (DAG) Acillenmis Ghrelin (AG)

Sekil 6: Ghrelin sentezi
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2.4.2. Ghrelin Sentezinin Diizenlenmesi

Ghrelin beyinde oreksijenik noral devrelerin aktivasyonu yoluyla besin alimini,
viicut agirligini, yaglanmayr ve glikoz metabolizmasini diizenler, sistemik
metabolizmayr modiile eder. Merkezi ve periferik dokularda bir¢cok say1r gorevi
bulunmaktadir (7).

Ghrelin biyosentezi ve salgilanmasi, aglikla artis gosterirken beslenmeden
sonra azalir. Ghrelin salgilanmasi, insanlarda alisilmis yeme aliskanliklarina baghdir.
Dolasimdaki ghrelin diizeyi ile viicut kitle indeksi arasinda negatif iliski vardir:
Plazma ghrelin konsantrasyonlar1 obezitede daha diisiik iken zayiflamada daha
yiiksektir. Yemek sonrasi ghrelin baskilanmasi, alinan kalori yiikii ile orantilidir ve
Ogiiniin makro besin bilesimine baglidir. Yiiksek D-glukoz veya uzun zincirli yag asiti
bulunan ¢ozeltilere maruz kalmanin, izole mide mukoza hiicrelerinde ghrelin
salmimini azalttig1 gosterilmistir. Insiilin ise PI3K-Akt yolu mekanizmasryla ghrelin

salgilanmasini azaltir (39).

Ghrelin, periferal besin mevcudiyetini algilar ve beyne iletir. Enerji
homeostazinin 6nemli bir diizenleyicisidir ve aglk durumunda organizmay1
hipoglisemiden kurtarir. Homeostatik ve hedonik beslenme, metabolik olarak kritik
organlari (6rnegin yag dokusu, karaciger ve iskelet kasi) metabolik stresten (6rnegin
hipoksi, reaktif oksijen tiirlerinin iiretimi, mitokondriyal fonksiyonun bozulmasi,
endoplazmik retikulum stresi) ve metaflamasyondan korur. Metaflamasyon enerji
fazlalig1 ve gidalara bagl gelisen diisiik diizeyli ve siirekli savunma cevabidir.
Ghrelinin GH sekresyonunu tesvik etme, anabolik aktiviteyi uyarma, inflamasyonun
etkilerini baskilama ve otonom sinir sistemini diizenleme etkileri nedeniyle c¢esitli

patofizyolojik durumlarin tedavisi i¢in terap6tik bir ajan olarak kullanilma potansiyeli
bulunur (39).

Ghrelin sekresyonu sempatik sinir sistemi tarafindan kolaylikla arttirilir. B1-
adrenerjik reseptor (B1-AR), farelerin gastrik ghrelin hiicrelerinde oldukga zengin
bulunmustur. Buna gore, adrenalin, noradrenalin ve B1-AR agonisti farelerin mide
mukozal hiicrelerinden ve ghrelinoma PG-1 hiicrelerinden AG ve DAG salgilanmasini

giiclii bir sekilde arttirdigi gosterilmistir (37). Adrenerjik antagonistler ise ghrelin
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sekresyonunu baskilar. Buna paralel olarak, ghrelin iireten hiicreye 6zgii B1-adrenerjik
reseptOr delesyonu, ghrelin sekresyonunu azaltir. Diger yandan ghrelin salgilanmasi
kemosensor sinyal yolu tarafindan da diizenlenir. Aci tat reseptorii agonistleri, ghrelin

salgilanmasini arttirir (39).

Ayrica bir c¢alismada ghrelinin enerji  homeostazinin  hipotalamik
diizenlenmesinde de rol oynadigi bulunmustur. Ghrelinin, yasamin erken doneminde

hipotalamik noral yollarin normal gelisimi i¢in 6nemi biiytiktiir (38).

2.4.3. Ghrelinin Fizyolojik Etkileri

Mide bosalmasinin ve motilitesinin uyarilmasi, uyku ve uyanikligin
diizenlenmesi, tat duyusunun artmasi, glikoz ve yag metabolizmasinin diizenlenmesi,
kas atrofisine kars1 koruma ve gelismis kardiyovaskiiler fonksiyon ghrelinin islevleri

arasindadir (38).

Ghrelinin, gidalarin olusturdugu istah agic1 yaniti modiile ettigi gosterilmistir.
Kiside yemege karsi olusan dikkat, zevk beklentisi, yeme motivasyonu ve gida hafizasi
gibi faktorler beyinde amigdala, insula, orbitofrontal korteks, gorsel alanlar ve
striatumda kodlanir. Ghrelinin istah agici etkisi bu bolgeleri uyarmasiyla agiklanabilir.
Ghrelin oreksijenik etkisi gosterilen tek Gl hormondur. Salgilanan ghrelin beyinde
arkuat ¢ekirdegi uyararak oreksijenik peptitleri [noropeptit Y (NPY) ve aguti ile iligkili
peptit (AgRP)] salgilayan néronlar1 uyarir. Bu da paraventrikiiler ¢ekirdege sinyal
verir ve gida alimim uyarir. Bununla birlikte ghrelin, anoreksijenik peptit (pro-
opiomelanokortin) eksprese eden noronlarin NPY/AgRP néronlarindan gama-
aminobiitirik asit (GABA) uyarisiyla dolayli olarak baskilanmasia neden olur. EK
olarak ghrelin, 6diil temelli yeme davranisi ile iliskili ventral tegmental alanin
dopaminerjik ndronlar1 dahil olmak tizere merkezi noronal yollarla da gida alimini
indiikler. Ghrelin periferik yollarla da enerji alimin1 uyarir. Ornegin, ghrelinin gerilime
duyarli gastrik vagal afferent sonlanmalarin mekanosensitivitesini azalttig
gosterilmigtir. Sonugta, ghrelin gida alimimi arttirmak i¢in mide doluluk algisini

azalttig: diistiniilebilir (37).
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Ustelik ghrelin, oreksijenik etkisinden bagimsiz olarak peroksizom
proliferatorle aktive reseptor gamay1 (PPARy) aktive ederek karacigerde lipogenezi

uyarir ve mekanizma ayni zamanda mTOR-PPARYy sinyal yolunda da yer alir (38).

Ghrelinin, glisemiyi dogrudan arttirdigi, pankreas insiilin salgisin1 ve plazma
insiilin seviyelerini azalttig1 ve insanlarda insiilin duyarliligini azaltarak glukoz

homeostazini etkiledigi gosterilmistir (37).

GI hormonlar, insiilin, adipokin ve leptin gibi birgok hormonal sinyalin gastrik
ghrelin sekresyonunda etkisi vardir. GI hormonlari ile ilgili olarak, somatostatin (SS),
GI salgilar1 iizerinde inhibitor etkileri olan bir hormondur. SS, pankreas, ince bagirsak
ve mide antrum dahil olmak iizere cesitli viicut organlarinda bulunur. Dolasimdaki
toplam ghrelin seviyeleri, SS tarafindan azaltilir. Bu inhibitér etkinin, ghrelin
hiicrelerinde eksprese edilen SS reseptorleri (SSTR1, SSTR2 ve SSTR3) iizerinden
gerceklestigi diisiiniilmektedir (37).

Gida almindan sonra dolasimdaki ghrelin seviyeleri azalir. Tokluk
dolagimindaki ghrelin diizeylerinin, gastrik besin algilama mekanizmalari, ince
bagirsak faktorleri ve hormonal sinyaller dahil olmak {izere ¢oklu periferik sinyaller

tarafindan diizenlendigi gosterilmistir (37).

Yenidogan farelerde yapilan bir ¢alismada ghrelinin etkisinin inhibisyonu
sonucunda, artmig hipokampal néronal projeksiyonlar ve daha yiiksek viicut agirhigi,
viseral yag birikiminde artis, kan glukoz seviyeleri ve gida aliminda artis ve azalmis
leptin duyarlilig: ile ilerleyen, yasam boyu metabolik disfonksiyon meydana geldigi
izlenmistir. Bu nedenle ghrelinin hipotalamik yolaklarda ve metabolik regiilasyonda

cok 6nemli etkileri oldugu diisiniilmektedir (38).

Bununla birlikte, ghrelinin insanlarda JNK1/2 ve p38 sinyallesmesini inhibe
ederek yiiksek glukoz/yiiksek lipid varliginda endotelyal apopitozu baskiladigi
gosterilmistir.  Bu da ghrelinin antiinflamatuar bir etkisi olabilecegini akla
getirmektedir (38).
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Sekil 7: Ghrelinin fizyolojik etkileri

2.4.4. Ghrelin ve Demir Metabolizmas1 Arasindaki Iliski

Bir ¢aligmada demir eksikligi anemisi olan ¢ocuklarin plazmasindaki ghrelin
seviyeleri ile demir ve hepsidin seviyeleri arasinda anlamli pozitif korelasyon
saptanmigtir. Bu durum ghrelinin demir metabolizmasini etkileyebilecegini akla
getirmistir (7). Ghrelin aglik sirasinda istahi artirir ve gida alimmi uyarir. Demir
eksikligi anemisinde ise istahsizlik sik rastlanan klinik bulgulardan bir tanesidir ve bu
durum ghrelin azalmasindan kaynaklaniyor olabilir. Demir eksikligi anemisi (DEA)
bir aglik durumudur. Diger bir ¢alismada DEA'min ii¢ farkli evresinde de
(hipoferritinemi/demir eksikligi/Demir eksikligi anemisi) hem ghrelin hem de plazma
demir igeriginin azaldigi, demir eksikligi anemisi evresinde olan ¢ocuklarda ise en
diisiik seviyelere ulastigi gosterilmistir. Ayrica plazmada bu iki parametre arasinda
anlamli bir pozitif korelasyon tespit edilmistir (41). Baska bir ¢alismada DEA'l

prepubertal ¢ocuklarda hem ghrelin hem de demir diizeylerinin kontrollere gore
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onemli derecede diistik oldugu saptanmugtir (42). Yapilan bir ¢alisma, sistemik demir
homeostazinin temel diizenleyicisi olan hepsidin ve serumdaki ghrelinin, DEA'l1
cocuklarda hem tedavi Oncesi seviyelere hem de saglikli ¢ocuklara kiyasla demir
tedavisi ile arttigini gostermistir, bu da demir tedavisinin serum hepsidin ve ghrelin

sentezinde 6nemli bir rolii oldugunu diistindiirmektedir (43).
2.5. DEMIR METABOLIZMASI

Demir, neredeyse tiim canli organizmalar i¢in gerekli bir eser elementtir.
Hiicresel ve hiicre dis1 ortamlarda elektron verme veya kabul etme yetenegi nedeniyle
bircok enzimin katalitik bilesenidir (44). Demir, oksijen taginmasi igin gereklidir ve
kollajen, miyelin, norotransmitterlerin ve mitokondriyal elektron tasima zincirinin
birgok bileseninin biyosentezinde yer alir (45). Yetiskin saglikli bir insan yaklagik 3-
4 g demir igerir (44). Bu demir en yiiksek oranda oksijen taginmasinda gorevli olan
hemoglobinde (yaklasik %60) ve kas miyoglobininde (%210) bulunur. Kalan kismi
hepatositlerde ve retikiiloendotelyal makrofajlarda depolanir. Fizyolojik olarak ter,
kan kaybi, bagirsak epitel hiicrelerinin dokiilmesi ve deskuamasyon ile her giin
yaklagik 1-2 mg demir kayb1 vardir (46,47). Ancak insanlarda fazla demiri serbest
birakacak fizyolojik aktif atilim mekanizmasi yoktur ve demir atilim1 fizyolojik olarak

bu degerlerin tizerine ¢ikarilamaz (48).

Kemik iliginde, eritroid hiicrelerdeki demirin ¢ogu hemoglobine dahil edilmis
olsa da, aym1 zamanda kirmizi hiicre onciillerinin yiiksek ¢ogalma hizini siirdiiren

proteinler ve mitokondriyal demir-kiikiirt kiimesi sentezi i¢in kullanilir (49).

Hemoglobin sentezi ve diger metabolik siire¢lerdeki 6nemli roliinden dolayz,
demir sistem i¢inde geri doniistiiriilerek siki bir sekilde diizenlenir. Dolasimdaki peptit
hormonu hepsidin, reseptdrii ferroportin ile birlikte Oncelikle sistemik demir
homeostazin1 korurken, demir diizenleyici proteinler hiicre i¢i demir homeostazinin

kontroliinde birincil rol oynar (46).

Fazla demir, esas olarak karacigerde ferritin [FTH(ferritin agir zinciri) ve
FTL(ferritin hafif zinciri)] yoluyla depolanir. Ferritin, apoferritini olusturan sirasiyla
FTL ve FTH genleri tarafindan kodlanan L ve H alt birimlerinden olusur. L ve H alt

birimlerinin ekspresyonu, hiicrelerin doku tipine ve fizyolojik durumuna bagh olarak
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degisir. Ornegin, dalak ve karacigerde L alt birimi baskinken, kalpte H alt birimi
baskindir (50). H-ferritin alt birimi, bir dinlikleer demir baglama bdolgesi igerir ve bu
sayede ferroksidaz aktivitesine sahiptir. L-ferritin alt biriminde ise bu bolge bulunmaz.
Bu nedenle, L-ferritin alt biriminin birincil islevinin, ferritin multimer ¢ekirdegi iginde

demir depolama ve mineralizasyon oldugu diistiniilmektedir (51).
2.5.1. Demir GIS Emilimi

Diyetle alinan demir ferrik demirdir (Fe*®). Enterosit yiizeyindeki ferrik
rediiktazlarla indirgenerek ferrdz demir (Fe*?) haline déniisiir ve divalan metal
transporter (DMT1) ile enterosit igine tasinir. Demir ayrica siderofor iliskili lipokalin-
2'ye (LCN2) baglanma ve endositoz ile hiicreye alinabilir. Hem demiri ise, hiicreye
tirozin benzeri bir protein tastyiciya baglanarak veya endositoz ile alinir. Plazmaya
aktarilmak istenen demir enterosit bazolateral membrani boyunca ferroksidaz
aktivitesi bulunan hephaestin tarafindan yiikseltgenir. Yiikseltgenen Fe*® bilinen tek
eksporter olan ferroportin ile dolasima aktarilir. Ferrik demir, transferrine (TF)
yiiklenebilir ve daha sonra viicudun ihtiyaglart i¢in kullanilabilir. Yiiksek demir
seviyeleri, sistemik demir metabolizmasinin en énemli diizenleyicisi olan hepsidinin
karaciger tarafindan sistemik salgilanmasina yol acar (48,52). Hepsidin, demir
emilimini ve geri doniisiimiinii kontrol etmek icin ferroportin icsellestirmesini ve

yikimint indiikler (44).

SLC11A2 geni enterositlerde DMT1‘i eksprese eder. DMT1 ekspresyonu;
demir azaldigi1 durumlar, hipoksi ve demir emilimini uyaran diger nedenler tarafindan
kuvvetli bir sekilde uyarilir. Tersi durumda, viicut demir depolar1 yiiksek oldugunda
ve enfeksiyona yanit olarak DMT1 ekspresyonu azalir. DMT1’in mRNA transkripti
duodenumda yiiksek oranda eksprese edilir ve demire duyarli element (IRE) igerir.
IRE, demir diizenleyici proteinler (IRP) araciligrtyla DMTI1'in demire bagh
diizenlenmesini saglar. Demir tiikenmesi durumunda, IRP ‘ler IRE 'ye baglanir ve
DMT1 proteininin sentezini arttirir. Tersine demir talebi azaldiginda; IRP'ler, DMT1
MRNA transkripti ve IRE ile etkilesime girmez ve DMT1 destabilize olur. Boylece
DMT1 ekspresyonu ve bagirsaktan demir tasinmasi azalir. Ayrica hipoksi durumunda
stabilize olan HIF2a , SLC11A2 genini aktive ederek demir emilimini uyarir (53).

Intestinal liimenden demir emilimi sekil 8’de gdsterilmistir (54).
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Sekil 8: Demirin intestinal limenden emilimi

Demir ve eritropoez birgok seviyede birbirine baghdir, karsilikli olarak
diizenlenir. Ik olarak, demir eritroid hiicrelerin proliferasyonu ve farklilasmasi igin
gerekli olan biiylime faktorii olan eritropoetinin renal {iretimini diizenler (55). HIF,
diisiik oksijene hiicresel adaptasyonel yanitin temel diizenleyicisidir. Anemi gibi
durumlarda HIF-2a eritropoetin sentezine aracilik eder. Sistemik oksijen ve demir
mevcudiyetine gore IRP1/HIF-2a ekseni tarafindan duodenal demir emilimi koordine
edilir (49).

2.5.2. Demirin GIiS Emilimini Etkileyen Faktorler

Diyetsel (6rnegin askorbik asit alimi) ve endojen (6rnegin mide asidi ve sitrat)
nedenler, DMT1'in substrati olan daha ¢oziiniir Fe*? formdaki inorganik demirin
korunmasinda rol oynar. Bozulmus gastrik asit {iretimi bu nedenle diyetle alinan hem

olmayan demirin biyoyararlanimini azaltabilir. Mide HCI iiretiminden kaynaklanan
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diisiik pH ortami, enterositlerin mukus tabakasinin hemen altinda bulunan asidik mikro
ortamin yaptigi gibi demir emilimine yardimei olur. Bu asidik mikro ortam, hiicre dis1
Na* ‘y1 hiicre i¢i H" ile degistiren Na*- H* pompasi sayesinde olusturulur. Ortaya ¢ikan
elektrokimyasal H* gradyani, hiicrelerin disindan igeriye demir taginmasi igin itici gii¢
saglar (53).

Baz1 diyet faktorleri demir emilimini bozabilir. Ornegin, bitki bazli gidalarda
bol miktarda bulunan fitat ve oksalat, polifenoller ve tanenler, bagirsak limeninde hem
olmayan demiri sikica baglayarak biyoyararlanimi azaltir. Ayrica, mide asidi tiretimini
azaltan ilaglar (proton pompasi inhibitdrleri vb.) veya patolojik durumlar (atrofik
gastrit vb.) demir biyoyararlanimini azaltir, dolayisiyla emilimini bozar. Helicobacter
pylori enfeksiyonu, inflamatuvar bagirsak hastaligi ve Colyak hastalig1 gibi mukozal

patolojiler ve bagirsak hareketliliginde bozulmalar da demir emilimini azaltir (53).
2.5.3. Beta Talasemi Major Hastaliinda Demir Metabolizmasi

Beta globin zincirinin azalmasi veya yoklugu, alfa globin zincirinde artiga
neden olur. Bu beta globin zincirinin yoklugu kemik iliginde eritroid prekiirsorlerde
presipitasyona neden olur ve inefektif eritropoez meydana gelir. Beta globin zincirinin
azalmasi ise periferal eritrositlerde membranal hasara neden olur ve hemoliz meydana
gelir. Inefektif eritropoez ve hemoliz sonucunda anemi meydana gelir. Bu da demir

emilimini artirir (56).

Hepsidin, duodenal enterositlerin bazolateral membraninda, makrofajlarda,
plasental sinsityotrofoblastlarda ve hepatositlerde eksprese edilen ferroportinin hiicre
i¢i yikimini arttirarak demirin dolasima salinmasini inhibe eder. Hepsidinden bagimsiz
olarak, ferroportin ayrica transkripsiyonel olarak HIF20 ve heme bagimlh
transkripsiyon faktorleri tarafindan ve transkripsiyon sonrasi IRE/IRP tarafindan

diizenlenir (57,58).

Beta talasemi hastalarinda hepsidin baskilanmistir. Hepsidinin baskilanmasi,
makrofajlardan demir salinimina izin verir ve bagirsaktan demir emilimini arttirir (56).
Talasemide asir1 demir yiikklenmesine ragmen hepsidin iiretiminin genellikle diisiik
olmasinin sebebi, hepsidin gen ekspresyonunun asagidaki faktorler tarafindan

inhibisyonudur:
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e Artan eritrosit tiretimi (stres eritropoezi) nedeniyle yiiksek demir talebi vardir.
Cogalan eritroid Onctileri tarafindan biiyiime farklilagsma faktorii 15 (GDF-15),
gastrulasyon proteini homolog 1 (TWSG1) ve hepsidin iiretimini engelleyen
eritroferron gibi ¢oziinebilir faktorler tiretilir.

e Oksidatif stres, transkripsiyon faktorlerini inhibe eder (Sinyal donistiiriicii ve
transkripsiyon 3 aktivatorii (STAT3), histon deasetilaz aktivasyonu ve hipoksi
ile indiiklenebilir faktorler) (23,59-61).

Bununla birlikte, hepsidin iiretimindeki azalma, kan transfiizyonlar1 tarafindan
hemoglobin olarak saglanan demir ve inflamasyon dahil olmak {izere talasemide
yaygin olan diger kosullarla dengelenir; ikisi de hepsidin iiretimini arttirir. Ikinci
durumda, interlokin 6 ve interlokin 1 gibi proinflamatuar sitokinler, STAT yolunu

aktive ederek hepsidin gen promotoriinii aktive eder (59).

Demir emilimini aneminin ciddiyeti belirler. Gastrointestinal sistemden demir
emilimi saglam bireyler yilda 0.0015 gram iken talasemililerde 2-5 gram
emilmektedir. Bunu azaltmanin en etkin yolu hastaya iyi bir hemoglobin diizeyi
saglamaktir. Bunun i¢in hemoglobin diizeyi 9 g/dL olacak sekilde diizenli kan
transfiizyonu yapilmali ve bundan kaynaklanacak demir birikimini engellemek i¢in

demir baglayici ve viicuttan atici ilaglar kullanilmalidir (17).
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3. GEREC VE YONTEM

Calisma 08/07/2021- 01/02/2023 tarihleri arasinda Antalya Egitim ve Arastirma
Hastanesi Tibbi Biyokimya Klinigi, Hemoglobinopati Tedavi Merkezi is birligiyle
gerceklestirildi.

Bu ¢alisma 2008 Helsinki Bildirgesi'nin ilkelerine uygun olarak yerel etik kurul
tarafindan onaylanmustir. Katilimcilardan yazili ve bilgilendirilmis onam formu
alinmigtir. Calisma igin Saglik Bakanlig1 Saglik Bilimleri Universitesi Antalya Egitim
ve Arastirma Hastanesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’ndan 08/07/2021 tarihli 10/18

karar no’lu etik kurul onay1 alindu.

3.1. HASTA VE KONTROL GRUBUNUN OZELLIKLERI

Beta talasemi major hastaligi nedeniyle Antalya Egitim ve Arastirma Hastanesi
Hemoglobinopati Tedavi Merkezinde takipli 52 beta talasemi major hastasi ¢alismaya
dahil edildi. Calismamiz 52 beta talasemi major (24 erkek, 28 kadin) hastas1 ve 23
saglikli kontrol (9 erkek, 14 kadin)’de yapildi.

Dahil etme kriterleri:

1)SUAM Antalya Egitim Arastirma Hastanesi hemoglobinopati tedavi merkezinde

takip edilen beta talasemi major hastalar1

2) Beta talasemi major hastaligi olmayan kontrol grubu
Harig tutma kriterleri:

1)19 yas alt1 hastalar ve saglikli kontroller

2) 50 yas tstii hastalar ve saglikli kontroller

3)Demir eksikligi anemisi ve kronik hastalik anemisi bulunan saglikli kontrol grubu
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Omeklem biiyiikliigii ve istatistiksel giic hesabi G.POWER.3.1: Statistical
Power Analyses for Windows V.3.1 ile yapildi. Calisma 6ncesi yapilan gii¢ analizinde

%5 tip1 hata ve minimum 95 gii¢ ile talasemi major hasta grubunda denek sayis1 45

olarak hesaplandi(2).

3.2. LABORATUVAR ANALIZLERI

Hasta ve kontrol grubundan polikliniklere bagvuru sirasinda 10-12 saat aclik
sonrasi sabah vendz kan ornekleri alindi. Hasta grubundan alinan kan 6rnekleri diizenli

olarak aldiklari transfiizyon oncesine aitti.

Hemogram testi i¢cin K3-EDTA iceren 2.0 mL hacimli vakumlu tiipler (Isotherm
Co. Ltd., Tiirkiye) kullanildi. Hemogram o6l¢timii XN 1000 oto-analizorii (Sysmex
Corp. Japonya) ile ticari olarak mevcut olan kitler kullanilarak yapildi. Hastalarin
hemogram testlerinden RBC (Kirmizi Kan Hiicresi), Hb (Hemoglobin), Hct
(Hematokrit), MCV (Ortalama Eritrosit Hacmi), WBC (Beyaz Kan Hiicresi), Plt

(Trombosit) parametreleri degerlendirildi.

Ghrelin, HIF2a, hepsidin, biyokimya ve hormon parametreleri i¢in 5.0 mL
hacimli jelli piht1 aktivatorlii tiipler (Isotherm Co. Ltd. Tiirkiye) kullanildi. Numuneler
5-6 kez alt-iist edilip pihtilagmasi i¢in oda sicakliginda 30 dk bekletildi ve ardindan
4000 rpm’de (RCF=2862 x g) sogutmal1 santrifiij cihazinda (NF 1200®, Niive san.
malz. a.5. Ankara, Tiirkiye) 10 dakika santrifiij edildi. Hemolizli, ikterik veya lipemik
numuneler ¢alisma dis1 birakildi. Elde edilen serumun bir kismi1 Ghrelin, HIF2a ve
hepsidin 6l¢timlerinde kullanilmak tizere ependorf tiiplere ayrildi ve calisilincaya
kadar -80 °C buzdolabinda saklandi. Total bilirubin, direk bilirubin, demir, total demir
baglama kapasitesi, doymamis demir baglama kapasitesi diizeylerinin olgiimii tam
otomatik bir AU 5800 analizorii (Beckman CoulterInc., ABD) ile ticari olarak mevcut
olan kitler kullanilarak spektrofotometrik olarak gerceklestirilmistir. Vitamin D, folik
asit, vitamin B12, ferritin diizeylerinin 6l¢iimii tam otomatik DxI 800 analizoriinde

(Beckman CoulterInc.,ABD) kemiliiminesans olarak gergeklestirilmistir.
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3.2.1. Ghrelin Ol¢iimii

Bu testin Olglimiinde yarigmali immunoassay teknigi kullanildi. Testin
6l¢timiinde kullanilan kit igerisinde temin edilen mikro ELISA (enzim immunoassay)
plakasinin kuyucuklar1 ghreline 6zgii bir monoklonal antikor ile 6nceden kaplanmustir.
Hazir halde bulunan biyotinle isaretlenmis ghrelin ve numuneler mikroplakalardaki
kuyucuklara eklendi. Biyotinle isaretlenmis ghrelin ile isaretlenmemis numune
ghrelini arasinda, kuyucuk duvarini kaplayan ghreline 6zgii antikor ile yarigsmali bir
inhibisyon reaksiyonu olustu. Mikroplaka 37 °C’de inhibisyon reaksiyonu bitene
kadar 1 saat inkiibasyonda bekletildi. inkiibasyondan sonra baglanmamis konjugat
yikandi. Daha sonra biitiin mikroplaka kuyucuklarina Horseradish Peroxidase (HRP)
ile konjuge edilmis avidin ilave edildi ve 37°C’de 30 dakika inkiibasyona birakildi.
Bu inkiibasyon sirasinda HRP konjugati biyotine baglandi. Bagli HRP konjugatinin
miktari, numunedeki ghrelin konsantrasyonuyla ters orantilidir. Inkiibasyondan sonra
baglanmamis konjugat yikandi. Daha sonra substrat ¢ozeltisi eklenerek 37 °C’de 10-
20 dakika arasinda inkiibasyona birakildi. Substrat ¢ozeltisinin eklenmesinden sonra
olusan rengin yogunlugu numunedeki ghrelin konsantrasyonu ile ters orantilidir.
Inkiibasyon siiresi bittiginde stop soliisyonu eklenerek reaksiyon tamamland.
Kuyucuklarda olusan renk degisimi 450nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak
ETI-Max 3000 analizériinde (DiaSorin S.p.A., Italya) él¢iildii.

Ghrelin diizeyi 6l¢iimiinde, USCN ghrelin ELISA Kkiti (Katalog No:
CEA991Hu, Cloud-clone corp Wuhan, Cin) kullanildi. Kitin 6lgiim araligi 12.35-
1,000 pg/mL, analitik duyarliligi 4.87pg/mL idi. Sonuglar pg/mL olarak ifade edildi.
Diisiik, orta ve yiiksek seviyeli ghreline sahip 3 numune’de ¢alisma i¢i %CV <%10,
caligmalar aras1 %CV <%12 1idi. ELISA'lar i¢in kullanilan standart egri
konsantrasyonlar1 1,000 pg/mL, 333.33 pg/mL, 111.11 pg/mL, 37.04 pg/mL, 12.35
pg/mL idi.

3.2.2. Hipoksi ile indiiklenen Faktor 2 Alfa (HIF 2a)

Bu testin ol¢iimiinde ELISA teknigi kullanildi. Testin 6l¢iimii yapilan kitte
bulunan mikroplaka, HIF-2a 'ya 6zgii bir antikorla 6nceden kaplanmisti. Standartlar

veya numuneler daha sonra HIF-2a 'ya 6zgii biyotin ile konjuge edilmis antikor ile
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uygun mikroplaka kuyularina eklendi. Daha sonra HRP ile konjuge edilmis Avidin her
mikroplaka kuyusuna ilave edildi ve inkiibasyona birakildi. TMB (Tetrametil
benzidin)  substrat  soliisyonu eklendikten sonra, numunedeki HIF-2a
konsantrasyonuna gore kuyucuklarda renk degisiklikleri gozlendi. Enzim-substrat
reaksiyonu, siilflirik asit ¢ozeltisi ilave edilerek sonlandirildi. Renk degisimi 450nm +
10nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak ETI-Max 3000 analizoriinde dlgiildii.
Numunelerdeki HIF-2a konsantrasyonu daha sonra numunelerin O.D.'sinin standart

egriyle karsilastirilmasiyla belirlendi.

HIF-2a diizeyi olglimiinde, USCN HIF-2a ELISA kiti (Katalog No: SED466Hu,
Cloud-clone corp Wuhan, Cin) kullanildi. Kitin 6l¢tim araligi 0.156-10 ng/mL, analitik
duyarlilig1 0.059 ng/mL idi. Sonuglar ng/mL olarak ifade edildi. Diisiik, orta ve yiiksek
seviyeli HIF 2a 'ya sahip 3 numunede ¢alisma i¢i %CV <%10, ¢aligmalar aras1 %CV
<%12 idi. ELISA'lar i¢in kullanilan standart egri konsantrasyonlar1 10ng/mL, 5ng/mL,
2.5ng/mL, 1.25ng/mL, 0.625ng/mL, 0.312ng/mL, 0.156ng/mL idi.

3.2.3. Hepsidin Ol¢iimii

Bu testin 6l¢iimiinde yarismali immunoassay teknigi kullanildi. Testin dl¢limiinde
kullanilan kit igerisinde temin edilen mikro ELISA plakasinin kuyucuklari hepsidine
0zgl bir monoklonal antikor ile 6nceden kaplanmisti. Hazir halde bulunan biyotinle
isaretlenmis hepsidin ve numuneler mikroplakalardaki kuyucuklara eklendi. Biyotinle
isaretlenmis hepsidin ile isaretlenmemis numune hepsidini arasinda, kuyucuk duvarini
kaplayan hepsidine 6zgii antikor ile yarigmali bir inhibisyon reaksiyonu olustu.
Mikroplaka 37 °C’de inhibisyon reaksiyonu bitene kadar 1 saat inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyondan sonra baglanmamis konjugat yikandi. Daha sonra HRP ile konjuge
edilmis avidin biitiin mikroplaka kuyucuklarina eklendi ve 37°C’de 30 dakika inkiibe
edildi. Bu inkiibasyon sirasinda HRP konjugati biyotine baglanir. Bagli HRP
konjugatinin miktari, numunedeki sitriillin konsantrasyonuyla ters orantilidir.
Inkiibasyondan sonra baglanmamis konjugat yikandi. Daha sonra substrat ¢ozeltisi
ilave edildi ve 37 °C’de 10-20 dakika arasinda inkiibasyona birakildi. Substrat

¢ozeltisinin eklenmesinden sonra olusan rengin yogunlugu numunedeki hepsidin
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konsantrasyonu ile ters orantilidir. Inkiibasyon siiresi bittiginde stop soliisyonu
eklenerek reaksiyon tamamlandi. Kuyucuklarda olusan renk degisimi 450nm dalga
boyunda spektrofotometrik olarak ETI-Max 3000 analizériinde (DiaSorin S.p.A.,
Italya) 6lciildii.

Hepsidin diizeyi o6l¢imiinde, USCN hepsidin ELISA kiti (Katalog No:
CEA979Hu, Cloud-clone corp Wuhan, Cin) kullanildi. Kitin 6l¢tim araligi 32 - 20,000
pg/mL, analitik duyarlilig1 11 pg/mL idi. Sonuglar pg/mL olarak ifade edildi. Diistik,
orta ve yiiksek seviyeli hepsidine sahip 3 numune’de g¢alisma i¢i %CV <%]10,
caligmalar arast %CV <%I12 1idi. ELISA'lar i¢in kullanilan standart egri
konsantrasyonlar1 20,000 pg/mL, 4,000 pg/mL, 800 pg/mL, 160 pg/mL, 32 pg/mL idi.

3.2.4. Demir Ol¢iimii

Demir dlgiimii enzimatik yontemle 6lgiildii. Bu yontemde kromojen olarak
TPTZ (2,4,6-Tri-(2-piridil)-5-triazin) kullanilir. Asidik ortamda, transferrine bagh
demir serbest degerlikli demir iyonlar1 ve apotransferrin halinde pargalanir.
Hidroklorik asit ve sodyum askorbat, Fe*? iyonlarinin Fe*? ‘e indirgenmesini saglar.
Fe*? iyonlari, TPTZ ile reaksiyona girer ve 600/800 nm’de bikromatik olarak
Olciilebilen mavi renkli bir kompleks olusturur. Absorbanstaki artis mevcut demir

miktariyla dogru orantilidir.

Demir diizeyi 6l¢timiinde, demir (Katalog no: OSR6186, Beckman Coulter
Inc., USA) kiti kullanildi. Kitin 6lgtim araligi 10-1000 ug/dL idi. 9,59 , 28,34 ve
105,54 pmol/L’deki ¢alisma i¢i %CV sirasiyla %1.02, %0.66 ve %0.65 ; toplam %CV
ise sirasiyla %2.09 ,%1.77, %1.23 idi.

Referans aralig1: 60-180 ug/dL

Transferrin » Fe*3 + Apo-transferrin
Fe*® + Askorbik Asit + H,0O » Fe*? + Dehidroaskorbik Asit + H;0
Fe*2 + TPTZ » Demir Kompleksi ( Mavi Kompleks )

Sekil 9: Demir ol¢limiinde gergeklesen reaksiyonlarin prensibi
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3.2.5. Doymams Demir Baglama Kapasitesi (UIBC)

Ferro demir  (Fe*?),  Nitroso-PSAP  (2-Nitrozo-5-[N-n-propil-N-(3-
stilfopropil)amino]fenol) ile reaksiyona girerek yogun yesil bir kompleks olusturur.
Numune, alkali pH’taki doymamis demir baglama bolgelerindeki transfer ile 6zel
olarak demir iyonu baglarmin bir kismina veya tamamina eklenmisse, Nitroso-PSAP
ile renk reaksiyonu i¢in kullanilamaz. Olgiilen absorbansta meydana gelen degisimler
ile seruma eklenen toplam demir miktarindan kaynaklanan absorbans arasindaki fark

transferrrine bagli miktara esittir. Bu, doymamis demir baglama kapasitesidir.

UIBC diizeyi dlgtimiinde, UIBC (Katalog no: OSR61205, Beckman Coulter
Inc., USA) kiti kullanildi. Kitin 6l¢tim araligi 55-550 pg/dL idi. 24.56 , 35.57 ve 72.54
umol/L’deki calisma i¢i %CV sirasiyla %2.19, %1.1 ve %0.65 ; toplam %CV ise
sirastyla %3.15 ,%1.93, %1.01 idi.

Referans araligi: 155-355 pg/dL
3.2.6. Total Demir Baglama Kapasitesi (TDBK)

Demir ile UIBC degerleri toplanarak hesaplanir.

3.2.7. Ferritin Ol¢iimii

Ferritin testi iki bolgeli immiinoenzimatik (“sandvig”) bir testtir. Kegi anti ferritin
alkalin fosfataz konjugati ile kegi anti fare kapli paramanyetik partikiiller (fare
monoklonal anti-ferritin kompleksleri) i¢eren reaksiyon kabina bir 6rnek alinir. Serum
ferritini kat1 faz izerinde immobilize monoklonal anti ferritine baglanirken, kegi anti
ferritin enzim konjugati ferritin molekiillerindeki farkli antijen bolgeleriyle reaksiyona
girer. Bir reaksiyon kabindaki inkiibasyonun ardindan, maddeler kati faza baglanir ve
baglanmamis maddeler yikanirken, manyetik bir alanda tutulur. Daha sonra
kemiliiminesans substrat kaba eklenir ve reaksiyonun olusturdugu 1sik bir luminometre
kullanilarak o6lgiilir. Isik dretimi oOrnekteki ferritin  konsantrasyonuyla dogru

orantilidir. Ornekteki analit miktar1 ¢ok noktali bir kalibrasyon egrisinden hesaplanur.
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Ferritin diizeyi Ol¢iimiinde, Access ferritin (Katalog no: 33020, Beckman
Coulter, Inc., USA) kiti kullanildi. Kitin 6l¢iim araligi 0.2-1500 pg/L idi.

Referans araligi: 11-306.8 pg/L

3.3. ISTATISTIiKSEL DEGERLENDIRME

Tanimlayicr istatistikler ortalama, standart sapma, ortanca, dagilim araligi
degerleri ile sunuldu. Calismada ele alinan her degisken igin toplanan verilerin
dagilimini saptamak amaciyla Kolmogorov-Smirnov testi kullanildi. Hasta ve kontrol
gruplarina ait veriler arasindaki farkin analizinde normal dagilima uyan veriler i¢in
Unpaired sample t testi, normal dagilima uymayan veriler i¢in Mann-Whitney U testi
kullanildi. Iki grup arasindaki korelasyon analizi icin Spearman testi kullanildi. p
degerinin 0,05’ten kii¢iik oldugu durumlar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Analizler SPSS 22.0 paket programiyla yapildi.
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4. BULGULAR

Calismaya 52 beta talasemi major hastasi (24 erkek (%46,1), 28 kadin (%53,8))
hastas1 ve 23 beta talasemi major hastaligi olmayan birey (9 erkek (%39,1), 14 kadin
(%61,9)) olmak tizere toplam 75 kisi dahil edilmistir. Katilimcilarin yas ortalamalari
hasta grubunda 29,73 + 6,78 , kontrol grubunda 33,26 + 8,22 idi ve istatiksel olarak
yas dagilimlart her iki grupta da normal dagilima uyuyordu. Her iki grubun yas
ortalamalar1 karsilastirildig1 t-testinde gruplar arasi anlamli fark saptanmadi.

Calismaya dahil edilen bireylerin demografik verileri Tablo 1’de gosterilmistir.

Parametreler Kontrol Hasta
n 23 52
Yas (Yil) 33,26 + 8,22 29,73 + 6,78
Cinsiyet (K/E) 14/9 28/24

Tablo 1: Hasta ve Kontrol gruplarinin demografik verileri

Hasta grubuyla kontrol grubunun karsilastirilmasinda; RBC, Hb, Hct, MCV
diizeyleri hasta grubunda istatistiksel olarak anlamli derecede diisilk, WBC ve PIt
diizeyleri ise hasta grubunda anlamli derecede ytiksek bulundu. Hasta grubuyla kontrol

grubunun RBC, Hb, Het, MCV, WBC, Plt karsilastirilmasi Tablo 2’de gosterilmistir.

33



KONTROL HASTA

PARAMETRELER Ortancg(:l\i?nimum- Ortancg(:l\iiznimum- P Degeri
Maksimum) Maksimum)

RBC (108/mm?) 4,65 (4,22-6,28) 3,31 (2-64-4,23) 0,001
Hb (g/dL) 14 (8-16.6) 8.9 (7.6-11.6) 0,001
Hct (%) 41.4 (29.4-50.8) 26.9 (21.5-35.5) 0,001
MCV (um?3) 88.7 (66.1-94.2) 82.6 (70.1-86.9) 0,001
WBC (103/mm?3) 6.96 (5.4-15.3) 12.7 (3.5-29.3) 0,001
PIt (103/mm?3) 286 (152-511) 527 (69-1330) 0,001

Tablo 2: Hasta ve kontrol gruplarinin hemogram parametrelerinin karsilagtirilmasi
Gruplarin karsilastirilmasinda Mann-Whitney U testi kullanilmistir.

Hasta grubuyla kontrol grubunun biyokimyasal parametrelerinin
karsilastirilmasinda; hasta grubunda demir, ferritin, total bilirubin, direk bilirubin
diizeyleri anlamli derecede yiiksek, UIBC, TDBK(total demir baglama kapasitesi)
diizeyleri ise hasta grubunda anlamli derecede diisiikk bulundu. Folik asit ve vitamin
B12 diizeylerinde hasta ve kontrol grubunda anlamli fark bulunamadi. Hasta ve kontrol

grubunun biyokimyasal parametrelerinin karsilastirilmasi Tablo 3’de gosterilmistir.

KONTROL HASTA
PARAMETRELER n=23 n=52 P Degeri
Ortanca (Minimum- Ortanca (Minimum-
Maksimum) Maksimum)
Demir (ng/dL) 89 (32-610) 212 (39-395) 0,001
UIBC (ng/dL) 249 (13-413) 34 (0-269) 0,001
TDBK (ng/dL) 348 (248-623) 249 (62-473) 0,001
Ferritin (ug/L) 30.7 (5-122.8) 370.2 (89-10783) 0,001

Total Bilirubin (mg/dL)  0.63(0.31-1.48)  2.28 (0.86-7.07) 0,001
Direk Bilirubin(mg/dL) ~ 0.10 (0.04-0.34)  0.47 (0.15-0.96) 0,001
Folik Asit (ng/L) 8.14 (4.02-24.02)  7.53(2.22-2254) 0,452
Vitamin B12 (ng/L) 250 (101-437) 269 (152-1025) 0,059

Tablo 3: Hasta ve kontrol grubunun biyokimyasal parametrelerinin karsilastiriimasi

Gruplarin karsilastirilmasinda Mann-Whitney U testi kullanilmistir.
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Hasta grubuyla kontrol grubunun ghrelin, HIF2a ve hepsidin parametrelerinin
karsilastirilmasinda; hasta grubunda ghrelin diizeyleri anlamli derecede yliksek
bulundu. HIF2a ve hepsidin diizeylerinde hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli fark
bulunamadi. Hasta ve kontrol grubunun ghrelin, HIF2a ve hepsidin parametrelerinin
karsilagtirilmasi Tablo 4’de gosterilmistir. Hasta ve kontrol grubu ghrelin, hepsidin ve

HIF2a diizeylerinin karsilagtirilmasi boxplot grafiginde verilmistir (Sekil 9, 10, 11).

KONTROL HASTA
PARAMETRELER n=23 =52 P Degeri
Ortanca (Minimum- Ortanca (Minimum-
Maksimum) Maksimum)
. 108,38 216,83
Sl (L) (49,32-263,33) (60,36-273,53) U
0,72 1,03
HIF-2a (ng/mL) 015180 (0,04-4.26) 0,078
- 105.29 107,96
slefgeleli (i) (29,38-597,04) (7,18-1139,72) Ufeze

Tablo 4: Hasta ve kontrol grubunun Ghrelin, HIF20 ve Hepsidin parametrelerinin
karsilastirilmasi

Gruplarin karsilagtirilmasinda Mann-Whitney U testi kullanilmistir.
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Sekil 10: Hasta ve kontrol grubunda ghrelin diizeylerinin boxplot grafigi
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Sekil 11: Hasta ve kontrol grubunda hepsidin diizeylerinin boxplot grafigi
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Sekil 12: Hasta ve kontrol grubunda HIF-2 diizeylerinin boxplot grafigi

Kontrol grubunda Ghrelin-HIF2a, Ghrelin-Hepsidin, HIF2a-Hepsidin® in
birbirleriyle olan korelasyonlar1 incelendiginde parametreler arasinda korelasyon
goriilmedi. Kontrol grubunun ghrelin, HIF2a ve hepsidin parametreleri arasindaki

korelasyon analizi Tablo 5° de gosterilmistir.

fligkili Parametreler r p
Ghrelin-HIF2a, 0,108 0,62
Ghrelin-Hepsidin -0,023 0,91
HIF2a-Hepsidin -0,061 0,78

Tablo 5: Kontrol grubunun Ghrelin, HIF2a ve Hepsidin parametreleri arasindaki
korelasyon analizi

Gruplar arasi korelasyon analizinde Spearman korelasyon testi kullanilmistir.
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Hasta grubunda Ghrelin-HIF2a, Ghrelin-Hepsidin, HIF2a-Hepsidin® in
birbirleriyle olan korelasyonlari incelendiginde; Ghrelin-HIF2a arasinda zayif pozitif
korelasyon bulundu. Hasta grubunun ghrelin, HIF2o ve hepsidin parametreleri

arasindaki korelasyon analizi Tablo 6’ da gosterilmistir.

Iliskili Parametreler r P
Ghrelin-HIF2a 0,285 0,04
Ghrelin-Hepsidin -0,128 0,36
HIF2a-Hepsidin 0,163 0,24

Tablo 6: Hasta grubunun Ghrelin, HIF2a ve Hepsidin parametreleri arasindaki
korelasyon analizi

Gruplar arasi korelasyon analizinde Spearman korelasyon testi kullanilmistir.

Hasta ve kontrol grubunda ghrelin, HIF2a ve hepsidin parametrelerinin demir,
UIBC, TDBK ve ferritin parametreleriyle korelasyonlari incelendiginde; hasta
grubunda ghrelin-ferritin ve HIF2a-UIBC arasinda pozitif korelasyon bulundu. Hasta
ve kontrol grubundaki diger parametreler arasinda korelasyon bulunmadi. Hasta ve
kontrol grubunda ghrelin, HIF2a ve hepsidin parametrelerinin demir, UIBC, TDBK

ve ferritin parametreleriyle korelasyon analizi Tablo 7°de gdsterilmistir.
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KONTROL HASTA

PARAMETRELER n=23 n=52
r r

Ghrelin-Demir -0,32 0,10

Ghrelin-UIBC 0,13 0,10
Ghrelin-TDBK 0,27 0,094
Ghrelin-Ferritin 0,012 0,411*
HIF2a-Demir -0,288 -0,086
HIF20-UIBC -0,051 0,291*
HIF2a-TDBK -0,166 -0,008
HIF2a-Ferritin -0,230 0,099
Hepsidin-Demir 0,118 -0,212
Hepsidin-UIBC -0,288 -0,085
Hepsidin-TDBK -0,186 -0,172
Hepsidin-Ferritin 0,136 0,121

Tablo 7: Hasta ve kontrol grubunda Ghrelin, HIF2a ve Hepsidin parametrelerinin
Demir, UIBC, TDBK ve Ferritin parametreleriyle korelasyon analizi

*:p<0.05

Gruplar arasi korelasyon analizinde Spearman korelasyon testi kullanilmistir.
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5. TARTISMA

Hemoglobinopatiler diinya genelinde en yaygin monogenik hastaliklardan
biridir. Kiiresel popiilasyonun yaklasik %1-5'inin genetik talasemi mutasyonu
tastyicisi oldugu tespit edilmistir (15). Ulkemizde akraba evliliklerinin fazla olmast,
genetik gecisli bir hastalik olan talaseminin goriilme sikligini arttirmaktadir.
Tiirkiye’de, talasemi ve orak hiicre anemisi basta olmak {izere, kalitsal kan hastaliklar
onemli bir halk saglig1 problemidir (22). Tedavisiz kalmasi1 durumunda ekstramediiller
eritropoez ve anormal sekilli eritrositlerin dalakta yikilmasi sonucunda hipersplenizm,
asirt demir yiiklenmesine bagli olarak kalp ve endokrin organlarda birikim meydana
gelir. ilerleyen asamalarda hipogonadotropik hipogonadizm, osteoporoz, diabet,
hipotiroidi, hipoparatiroidi, karaciger fibrozisi gibi komplikasyonlar goriilebilir
(17,62).

Globin zincir oranindaki dengesizlik ve eslenmemis zincirlerin ¢okelmesi
sonucunda etkisiz eritropoez ve hemolitik anemi meydana gelir (63,64). Talasemi
major hastaliginda, RBC indeksleri hipokrom mikrositer anemi gosterir. Hemogram
sonucunda disiik Hb seviyesi (<7 g/dl), MCV 50-70 fl ve MCH 12-20 pg gozlenir.
Lokosit ve trombosit sayilart normal veya hafif yiiksektir (19,65). Tedavi altindaki
diizenli kan tranfiizyonu yapilan hastalarda talasemi intermediada goriilmesi beklenen
RBC indeks degerleri goriilebilmekle beraber yine de saglikli popiilasyona gore daha
duisiiktiir. Literatiirdeki diger ¢aligsmalarla uyumlu olarak bizim ¢alismamizda da hasta
grubunun RBC (10%/mm?®) 3,31 (2-64-4,23), Hb (g/dL) 8.9 (7.6-11.6), Hct (%) 26.9
(21.5-35.5), MCV (um?®) 82.6 (70.1-86.9) olarak kontrol grubuna gore diisiik bulundu
(1,19,62).

RBC'lerin asir1  yikimi  ve ekstramediiller hematopoez, transfiizyon
gereksinimini artiran splenomegaliye neden olur. Bu komplikasyondan ka¢inmak icin
siklikla splenektomi yapilir, boylece kan transfiizyonu siklig1 azaltilir. Splenektomi
sonras1 degisken membranlara sahip eritrosit ve trombositlerin yikimi1 azalir.
Splenektomi uygulanan hastalarin  %75'inde trombositoz gelisir ve %15'inde

1.000.000 hiicre/mm3 veya daha fazlasina ulasir (10,66). Calismamizdaki WBC
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(10%/mm?) 12.7 (3.5-29.3), PIt (103 /mmd) 527 (69-1330) degerleri ise literatiirdeki
verilere benzer olarak hasta grubunda kontrol grubuna gére hem WBC hem de PIt
degeri yiiksek bulundu (1,11,65).

Ayrica hematolojik indeks Ol¢iimlerimizi yaptigimiz otomatik hematoloji
analiz cihazi XN (Sysmex, Kobe, Japonya), empedans ve akis sitometrisinin bir
kombinasyonu ile kan hiicrelerini sayar ve siniflandirir. RBC/PIt kanali, kirmiz1 kan
hiicrelerini (RBC) ve trombositleri (Plt) yiizey akisi dogru akim algilama yontemi
kullanarak olger (67). Empedans sayimi, hematoloji analizorleri tarafindan en sik
kullanilan yéntemdir. letken bir stvidaki bir agikliktan gegerken elektrik direncindeki
anlik degisime dayali olarak hiicreleri numaralandirir ve siiflandirir. Empedanstaki
degisiklik parg¢acigin hacmiyle orantili oldugundan, bu yontem Plt'yi boyutlarina gére
diger hiicrelerden ayirir. Ancak mikrositik veya pargalanmis kirmizi kan hiicreleri,
hiicre kalintilar1, beyaz hiicre pargalart mevcut oldugunda interferans vererek artmis
trombosit sayilarina neden olabilir. Mikrositozun en sik goriilen nedenleri demir
eksikligi, talasemi sendromlar1 ve kronik hastalik anemisidir (68—70). Bu durum bizim

calismamizda da hasta grubundaki bu trombosit yiliksekliginin diger bir sebebi olabilir.

B-talasemi hastalarinda tekrarlayan kan transfiizyonlari, inefektif eritropoez,
gastrointestinal sistemden ilerleyici demir emilimi ve retikiiloendotelyal demir geri
doniislimii nedeniyle asir1 demir yiiklenmesi meydana gelir. Yapilan caligmalar
gastrointestinal sistemden demir emiliminin eritroid genislemenin siddetine bagl
olarak yilda 2 ile 5 gr arasinda degistigini yani demir emilim hizinin normalden
yaklasik 3-4 kat daha fazla oldugunu gostermektedir. Diizenli transfiizyonlar demir
birikim oranini iki katina ¢ikarabilir. Bu hastalarda inefektif eritropoez genellikle
zamanla kotiileserek anemi, demir emilimi ve splenomegalide siddetlenmeye yol agar.
Progresif agir1 demir yiikklenmesi birden fazla organi etkiler ve B-talasemi hastalarinda
baglica 6lim nedenidir (71). Literatiirdaki diger ¢alismalarla uyumlu olarak bizim
calismamizda da hasta grubunun demir (ug/dL) 212 (39-395) degeri kontrol grubu
demir (ug/dL) 89 (32-610) degerine gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek
bulundu (11,24,63,72).

Ferritin, viicuttaki ana demir depolama proteinidir. Ferritinin %54,5 protein,

%12,1 niikleik asit ve %35 ferrik oksit-hidroksitten olustugunu gosterilmistir (50).
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Yaklasik 4500-5000 demir atomu igerebilen multimerik bir proteindir (51). Sentezi,
IRE/IRP yoluyla demir miktarlar1 tarafindan diizenlenir. Hiicre ic¢indeki demire
baglanarak demir homeostazinda merkezi rol istlenir. Transferrin satiirasyonundaki
yiikselmeyle beraber ferritin diizeylerindeki artis, genellikle asir1 demir yiiklenmesini
gosterir (73). Erkeklerde 300 ng/mL'nin ve kadinlarda 200 ng/mL'nin iizerindeki
ferritin seviyeleri, %45'in {lizerinde transferrin satlirasyonu saptandiginda sebebi
detaylandirilmalidir. Talasemide olusan demir yiikiine bagh ferritin diizeyleri yiiksek

saptanmustir (73-76).

Calismamizda literatiirle uyumlu olarak hasta grubundaki UIBC (ug/dL) 34 (0-
269), TDBK (ug/dL) 249 (62-473) diizeyleri diisiik bulundu. Ferritin diizeyleri ise
hasta grubunda 370.2 (89-10783) yiiksek bulundu. Diger taraftan ferritin ayn1 zamanda
pozitif akut faz reaktanidir ve romatizmal, hematolojik ve enfeksiy6z hastaliklar dahil
olmak {izere inflamatuar durumlarda yiikselir (74). Ornegin, pandeminin baslarinda
ferritin, COVID-19'un ciddiyetinin ve prognostik faktoriiniin bir belirteci olarak gorev
yapt1 (50). Bu nedenle ferritin yiiksekliginin diger bir nedeni inflamasyon olabilir
ancak calismamizda inflamatuar marker veya sitokin 6l¢limii yapmadigimiz i¢in bu

nedeni diglayamayiz.

Inefektif eritropoez ve azalmis kirmizi hiicre sagkalimi, B-talasemide anemi ve
diger komorbiditelerin temel sebepleridir. Azalan B-zinciri iiretimi, hem {iretiminden
ayrilmaya yol acar, bu da eslesmemis a-globin zincirlerinin fazlaligina ve serbest hem
artisina neden olur. Bu slireg, hiicre olgunlagsmasinda bloga, artmis apoptozise ve
inefektif eritropoezise yol agan, ciddi hiicresel oksidatif hasara sahip yogun ROS
tiretimi ile sonuglanir. Olgunlasan retikiilositler ve eritrositlerde artan ROS hemolize
neden olur ve periferik dolasimda kirmizi hiicre sagkalimmi kisaltir (77).
Retikiiloendotelyal sistemdeki (Oncelikle dalak ve lenf diiglimleri, karacigerdeki
Kupffer hiicreleri) fagositik makrofajlar yikilacak eritrositleri dolagimdan temizler.
Eritrositlerdeki hemoglobin globin ve heme pargalanir. Globin, amino asitlere geri
dontstiirtiliir; hem oksitlenir ve ardindan sirasiyla hem oksijenaz ve biliverdin
rediiktazla unkonjuge bilirubine indirgenir (78). Talasemi artan eritrosit iiretimi ve
hemoliz, artmis hemoglobin yikim {iriinleriyle sonuglanir. Yapilan g¢alismalarda

talasemi hastalarinin bilirubin sonuglart yiiksek bulunmustur (79-81). Bizim
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calismamizda da literatiirle uyumlu olarak total bilirubin (mg/dL) 2.28 (0.86-7.07),
direk bilirubin (mg/dL) 0.47 (0.15-0.96) diizeyleri kontrol gurubuna gore yiiksek

bulundu.

Eritropoez, kemik iliginin hematopoietik dokusunun kirmizi kan hiicreleri
(eritrositler) iirettigi siiregtir. Normal bir insan eritrositinin ortalama émrii yaklagik 120
giindiir. Eritrositlerin kanama veya hemoliz nedeniyle dolasimdan anormal sekilde
kayboldugu durumlarda, yeni eritrosit {iretim hizi giinde bir trilyonu gegebilir. Aktif
eritropoez i¢in folat, B12 vitamini ve demir ¢ok 6nemli rollere sahiptir. Folat, bir
poliglutamil kuyrugu ile para-aminobenzoata bagli bir pteridin (2-amino-4-hidroksi-
pteridin) halkasindan olusur. Indirgenmis tetrahidrofolat (THF) formu, tek karbonlu
birimlerin transferinde ¢coklu biyokimyasal reaksiyonlarda kofaktor gorevi goriir. B12
vitamini (kobalamin), 5,6-dimetilbenzimidazolil riboniikleotide bagl kobalt iceren
tetrapirol (korin) halkasindan olusur. Eritroblastlar, farklilagsmalar1 sirasinda
proliferasyon i¢in folat ve vitamin B12'ye ihtiya¢ duyarlar. Folat veya vitamin B12
eksikligi, piirin ve timidilat sentezlerini inhibe eder, DNA sentezini bozar ve etkisiz
eritropoezden kaynaklanan anemi ile sonuglanan eritroblast apoptozuna neden olur.
Eritropoez sirasindaki yliksek proliferasyon oranlari, eritroid progenitdr hiicreleri folat
veya vitamin B12 eksikliginde bozulan DNA sentezine diger hiicre tiirlerinden daha

duyarli hale getirir (82).

Baz1 calismalarda artmis turn-over sebebiyle talasemi hastalarinda meydana
gelen folat ve vitamin B12 eksikligi bildirilmistir (83,84). Baska bir ¢aligmada hasta
grubunda vitamin diizeyleri normal bulunmus, aldiklart folat ve vitamin B12
takviyeleri kesildiginde diisiis gozlemlenmistir (85). Bizim ¢aligmamizda hasta
grubunda folik asit (ug/L) 7.53 (2.22-22.54), vitamin B12 (ng/L) 269 (152-1025)
olarak bulundu ve kontrol grubuna gore anlamli bir diisiikliik saptanmadi. Bunun
sebebinin hastalarin aldigi folat ve vitamin B12 takviyelerine bagl oldugunu

diisiinmekteyiz.

Insanlarda demir emilimi, viicudun eritropoietik demir talebi, doku
oksijenasyonu ve viicudun demir depolarimin toplam etkisi tarafindan diizenlenir.
Hepatositler tarafindan iiretilen hepsidin, demir homeostazinin kontroliinde yer alan

anahtar hormondur. Hepsidin ferroportine baglanarak endositozunu ve par¢alanmasini
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indiikler ve hiicresel demir akisinin inhibisyonuna yol acar (76). Hepsidin ekspresyonu
asir1 demir yiiklenmesi ve inflamasyonda artar, demir eksikligi ve hipoksi
durumlarinda azalir (27). Ancak talasemide yapilan ¢alismalarda asir1 demir
yiiklenmesine ragmen hepsidin iiretimi diisiik bulunmustur. Bunun olas1 sebebi ise
hepsidin gen ekspresyonunun GDF-15, TWSG1, eritroferron gibi faktorler tarafindan
inhibisyonudur (23,59-61). Eritroferron (ERFE), EPO uyarimi iizerine eritroblastlar
tarafindan sentezlenen TNFa ailesinin bir tiyesidir. ERFE dolasima salinir ve demire
yanit olarak BMP (6zellikle BMP6) tizerinden hepsidin sinyalini zayiflatir. EK olarak,
hepsidin lokusunda histon deasetilaz tarafindan bir epigenetik baskilama meydana
gelir. Anemi hipoksiye neden oldugunda, farkli hiicre tipleri tarafindan salinan PDGF-

BB gibi diger aracilar da ayn1 zamanda hepsidini baskilar (86).

Diisiik serum hepsidin diizeylerinin bagirsak demir emilimini arttirdigr ve
makrofajlardaki demir depolarini azaltarak asir1 demir yiikiine yol agtig1 bilinmektedir.
Bircok calisma, B-talasemi hastalarinda diisiik serum hepsidin diizeylerinin, artmis
demir emilim seviyelerine ve asir1 demir yikiine yol acabilecegini gostermistir.
Terapotik bir hedef olarak hepsidin, talasemi hastalarinda asir1 demir yikiiniin
yonetimine yardimeci olabilir (71,76). Ciinkii p-talasemik farelerde hepsidin
ekspresyonundaki 1limli bir artisin asir1 demir yliklenmesini sinirladigini, reaktif
oksijen tiirlerinin olusumunu azalttigin1 ve anemiyi 1yilestirdigini gosteren calismalar

vardir (71,87,88).

Bizim g¢alismamizda talasemi major hasta grubundaki hepsidin (pg/mL) 107,96
(7,18-1139,72) degeri kontrol grubu hepsidin (pg/mL) 105.29 (29.38-597.04) degerleri
ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gostermedi. Hepsidin ile
demir parametreleri arasindaki korelasyonu inceledigimizde hasta ve kontrol grubunda
anlamli bir korelasyon saptanmadi. Hasta grubunda beklenenin aksine hepsidinin
baskilanmamasinin sebebi, hastalara optimum Hb diizeylerinde tutulucak sekilde kan
tranfiizyonu yapilmasi ve kontrollii bir demir selasyon tedavisi uygulanmasi olabilir.
Ayrica hastalardan alinip ¢alismamiza dahil edilen kan numuneleri tranfiizyon
Oncesine ait olup, bu hastalarin kan degerleri agisindan en diizensiz dénemini yansitir.
Oysa bu donemde diisitk hemoglobin degerleri ve hasta bazinda ulasabilecekleri en

diisiik hepsidin seviyelerinde olmalarini bekleriz. Hepsidin kisa yar1 émre ve hizli bir
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renal Kklirense sahiptir. Hastalarda transfiizyon Oncesi alinan kanlarda hepsidinin
normal degerlerde Olgiilmesi belki de tedavi sonrasi yiiksek hepsidin seviyelerine
ulagtiginin gostergesi olabilir. Bu da hasta grubumuzdaki tedavinin etkin oldugunu
yansitabilir. Normal sartlar altinda demir yiiklenmesi durumunda bekledigimiz yiiksek
hepsidin seviyeleri tedaviye verilen cevabin etkinliginin gostergesi olarak

kullanilabilir.

Enterosite demir aliminda HIF-2a 6nemli bir role sahiptir ve EPO firetiminin
birincil diizenleyicisidir. Demir iliskili yollar, bagirsakta HIF-2a 'y1 6zel olarak
diizenler. Bununla birlikte, demirin selasyonu hiicrelerde hem HIF-1a hem de HIF-
2a'y1 aktive ederken, demirden yoksun diyetler farelerin bagirsaginda segici olarak
HIF-2a. ekspresyonunu indiikler. Ayrica, IRP1 etkilesiminin HIF-2a protein
ekspresyonunun fizyolojik diizenleyicisi oldugu gosterilmistir (33). HIF-1a, akut
hipoksiye yanit olarak aktive olurken, HIF-2a kronik hipoksi ile iliskilidir (34).
Intestinal HIF-2a ; demir eksikligi, eritropoez ve hepsidin eksikligi durumlarinda
demir emiliminin kritik bir diizenleyicisidir. HIF-2a, apikal demir absorpsiyon genleri
DMT1, DcytB ve bilinen tek bazolateral eksporter: ferroportinin kritik bir
diizenleyicisidir. Demir icin artan talep sonrasinda bagirsakta HIF-2a yiiksek oranda
aktive olur ve bu da demir emiliminde adaptif bir artisa yol agar (89,90).
Hepsidin/ferroportin ekseninin, demire bagimli prolil hidroksilaz enzimlerinin
aktivitesini sinirlayarak HIF-2a 'y1 kontrol ettigi farelerde gosterilmistir. Yapilan
caligmalarda HIF-2a'nin farmakolojik blokaji, bir fare modelinde asirt demir
yiiklenmesini basariyla tedavi etmistir (91). Aneminin intestinal hipoksiyi indiikledigi
ve agirt demir emiliminin asir1 demir yiiklenmesine 6nemli 6l¢iide katkida bulundugu
gosterildiginden, B-talasemi hastalarinda intestinal HIF-2a kritik 6neme sahiptir.
Literatiirde demir yiikii olan hastaliklarda intestinal HIF-2o’nin yiikseldigi
gosterilmistir (89,90).

Calismamizda talasemi major hasta grubunda HIF-20. (ng/mL) diizeyleri 1.03
(0.04-4.26) olarak saptand:1 ve kontrol grubu HIF-2a (ng/mL) diizeyleri 0.72 (0.15-
1.87) ile kiyaslandiginda anlamli bir farklilik gézlenmedi. Bunun nedeni bizim ¢alisma
grubumuzda hepsidin diizeylerinin de baskilanmis bulunmamasi ve hepsidin ile HIF2a

arasindaki kontrol mekanizmasinin bulunmasi olabilir. Bu durum bize hasta grubunun
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devam eden tedavilerinin etkin oldugunu disiindiirebilir. Ayrica hastalarimizin
ortalama Hb diizeyleri 8,9 g/dL olarak olgiildii. Bu Hb diizeyleri HIF-2a. ‘nin
sentezinde artisa neden olmamis olabilir. HIF-2a ile demir parametreleri arasindaki
korelasyonu inceledigimizde ise kontrol grubunda anlamli bir korelasyon saptanmadi.
Hasta grubunda ise HIF-2a-UIBC arasinda anlamli korelasyon oldugunu tespit ettik.
Bunun sebebi beta talasemi hastalarinda demir yiikiine ragmen artan demir talebi

sonucu UIBC’nin azalmasi ve artan demir talebinin HIF-2a igin uyaric1 olmasi olabilir.

Ghrelinin aglik durumunda istahi artirma ve gida alimini uyarma etkisi bilinen bir
ozelligidir. Istah, enerji homeostazin1 diizenleyen noropeptitler araciligiyla merkezi
sinir sistemi tarafindan kontrol edilir. Ghrelin beynin gesitli bolgelerinde ifade edilen
ghrelin reseptorlerini aktive eder ve enerji homeostazinin hipotalamik regiilasyonunda
yer alir (3). Literatiirde ghrelin ile DEA’de goriilen istahsizlik arasindaki iliskiyi
arastiran ¢alismalar bulunmaktadir (41-43). DEA bir aglik durumudur. DEA'nin iig
farkli evresinde de (hipoferritinemi/demir eksikligi/Demir eksikligi anemisi) hem
ghrelin hem de plazma demir igeriginin azaldigi, demir eksikligi anemisi evresinde
olan ¢ocuklarda ise en diisiik seviyelere ulastigi gosterilmistir. Plazmada bu iki
parametre arasinda anlamli bir pozitif korelasyon saptanmistir. Ayrica DEA'l1
prepubertal ¢ocuklarda hem ghrelin hem de demir diizeylerinin kontrollere gore
onemli Olgiide diisiik oldugu gosterilmistir. Yapilan baska bir ¢alisma, sistemik demir
homeostazinin temel diizenleyicisi olan hepsidin ve serumdaki ghrelinin, DEA'l1
cocuklarda hem tedavi Oncesi seviyelere hem de saglikli ¢ocuklara kiyasla demir
tedavisi ile arttigin1 gostermistir, bu da demir tedavisinin serum hepsidin ve ghrelin
sentezinde Onemli bir roli oldugunu diisindirmektedir (7,41,43). Bu bulgular
ghrelinin demir metabolizmasinda veya demirin ghrelin sentezinde bir roli

olabilecegini diisiindiirmektedir.

Beta talasemi beta globin tiretimindeki defekt nedeniyle eritroid dnciillerin artan
yikimiyla karakterize, demir birikimine ragmen intestinal demir emiliminin arttig1 bir
hastalik grubudur. Beta talasemi hastalarinda ghrelin diizeyinin arastirilmasi, ghrelinin
demir metabolizmasindaki yerini 6grenmek agisindan 6nemlidir. Literatiirde puberte
donemindeki beta talasemi hastalarinda ghrelinin puberte ve tireme fonksiyonu tizerine

etkisini arastiran bir ¢aligma bulunmaktadir. Bu ¢alismada serum ghrelin diizeylerinin
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kontrol grubundan daha disiik oldugu belirtilmektedir. Arastirmacilar ghrelin
seviyesinin diisiikliigiiniin beta talasemi hastalarindaki puberte doneminde biiyiime
gelisme geriligine bagl oldugunu belirtmislerdir (2). Diger bir ¢alismada Karamifar
ve arkadaglar1 talasemi major ve talasemi intermedia hasta grubunda leptin ve ghrelin
diizeyiyle kisa ve zayif viicut yapisi arasindaki iligkiyi arastirmistir. Beta talasemi
major hasta grubunda kontrol grubuna gore ghrelin seviyeleri anlamli derecede yliksek
bulunmustur. Bunun nedeninin biiylime geriligine telafi edici bir tepki veya ghrelin
seviyesinin artmasina neden olan kismi bir direng olabilecegini belirtmislerdir (92).
Maalesef biz literatiirde bu 2 calisma disinda beta talasemi hastalarinda ghrelin

diizeylerinin arastirildigi ¢alismaya rastlamadik.

Biz ¢aligmamizda serum ghrelin diizeylerini hasta grubunda anlamli olarak daha
yiiksek bulduk (Tablo 4). Oysa Kashanian ve arkadaslar1 yaptigi ¢alismada bunun
tersine ghrelin diizeylerini diisiik bulmustur (2). Karamifar ve arkadaslarinin yaptigi
calisma ise bizi destekleyici nitelikte ghrelin diizeylerini hasta grubunda yiiksek
bulmustur (92). Bu iki galisma arasindaki farkli sonuglar ¢alismaya dahil edilen beta

talasemi hastalariin yas dagilimi farkliligindan kaynaklanabilir.

Beta talasemi hastalarinda demir emiliminde HIF2a, hepsidin, ferroportin
diizeylerinin degistigine dair literatiirde ¢ok sayida ¢aligma oldugunu tespit etmemize
ragmen, ghrelin ve demir metabolizmasi arasindaki iligkiyi inceleyen calismaya
rastlamadik. Ghrelin ile demir metabolizmasi arasindaki iligskiyi arastiran Lou ve
arkadaglar1 ¢alismalarini farelerdeki hiicre kiiltlirii ¢alismalarinda yapmislardir. Bu
caligmada ghrelinin farelerin dalaginda GHSR1a, GOAT , hepsidin ,ferritin hafif
zinciri ve ferroportinl ekspresyonunu arttirdigini - gostermistir (7). Ghrelinin
ferroportin ekspresyonunu arttirdigini gdsteren bu ¢alisma bize ghrelinin demir
metabolizmasinda rolii oldugunu disiindiirdii. Bilindigi tizere HIF2a ferroportinin
sentezinde rol oynamaktadir. Beta talasemi hastalarinda HIF2a ve ferroportin
diizeyleri demir emiliminde 6nemli bir role sahiptir. Biz bu ¢alismamizda HIF2a,

hepsidin ve ghrelin diizeyleri arasindaki iliskiyi inceleyerek beta talasemi major

hastalarinda demir emilim metabolizmasina katkida bulunmaya calistik.

Calismamizda ghrelin ile demir parametreleri (demir, UIBC, TDBK, ferritin)

arasindaki korelasyonu inceledigimizde kontrol grubunda anlamli bir korelasyon
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saptanmadi. Hasta grubunda ise serum ghrelin-ferritin arasinda anlamli pozitif bir
korelasyon oldugunu tespit ettik (Tablo 7). Bu bulgu bize ghrelin senteziyle ferritin
diizeyleri arasinda bir iligki oldugunu disiindiirdii. Bizim bulgularimizi literatiirle
karsilastirdigimizda daha ¢ok demir eksikligi anemisinin tedavisiyle birlikte artan
ferritin ve ghrelin diizeylerinin oldugu yayinlar bulunmaktadir. Demir eksikligi
anemisinde ghrelin seviyelerinin diisikk olmasi ve sonrasinda yapilan tedaviler ile
ghrelin seviyelerinin ylikselmesi ghrelin sentezi i¢in demirin gerekliligini diisiindiirdii.
Biz calismamizda molekiiler diizeyde ghrelin sentezini incelemedigimiz i¢in sadece
ghrelin ile ferritin diizeyleri arasinda bir iliski oldugunu gosterebildik. Sentez

yolaklarinin belirlenmesi i¢in molekiiler diizeyde ¢aligmalara ihtiyag vardir.
5.1. CALISMA KISITLILIKLARI

Calismamiza katilan hasta grubu 18-45 yas aras1 ve tedavi altinda olan yetigkin bir
gruptur. Bu nedenle hepsidin, HIF2a, ghrelin diizeyleri, beta talasemi major

hastaligindaki temel etkileri gostermede yeterli olmayabilir.

Calismamiz beta talasemi major hastalarinda tedavi protokoliine gore planlanmig
kan tranfiizyonu 6ncesinde alinan kan 6rneklerinden yapilmistir. Bu nedenle hepsidin
HIF2a ve ghrelin diizeylerine ait olan veriler hasta degerlerinin en diizensiz oldugu
doneme denk gelmektedir. Tedavi sonrasinda ayni kisilerden tekrar kan alinmadig

i¢cin bu parametrelerin tedaviyle degisimi hakkinda yorum yapamiyoruz.

Calismamiz serum 6rneklerinden yapildigi igin hiicresel diizeyde hepsidin, HIF2a
ve ghrelinin etkilesimini gosteremedik. Beta talasemi major hastalarinda demir emilim
metabolizmasinin agiklanmasinda bagirsak hiicrelerinde yapilacak olan hiicre kiiltiir
caligmalariyla hepsidin, HIF2o ve ghrelin daha detayli incelenebilir. Daha genis
gruplarda, hiicresel diizeyde yapilacak ileri ¢aligmalara ihtiya¢ oldugunu

diistinmekteyiz.
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1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

6. SONUCLAR

Hasta grubuyla kontrol grubu kiyaslandiginda eritrosit indeksleri (RBC, Hb,
Hct, MCV), WBC, PlIt seviyeleri; total bilirubin, direkt bilirubin diizeyleri
literatiirle uyumlu bir sekilde anlamli farkliliklar gosterdi.

Hasta grubuyla kontrol grubu kiyaslandiginda serum folik asit ve vitamin B12
diizeyleri arasinda anlamli farklilik tespit edilmedi. Bunun nedeninin hastalarin
folik asit ve vitamin B12 takviyesi almasi oldugunu diistindiik.

Hasta grubu ile kontrol grubu kiyaslandiginda serum hepsidin diizeyleri
arasinda anlamli bir farklilik tespit edilmedi. Serum hepsidin diizeylerinin
kontrol grubuyla ayni diizeylerde olmas1 tedavinin etkinliginin bir gostergesi
olabilir. Hastalardaki terapotik etkinligin kontrolii agisindan serum hepsidinin
yiiksek seviyelerde olmasi hedeflenebilir.

Hasta grubu ile kontrol grubu kiyaslandiginda serum HIF2a diizeyleri arasinda
anlamli bir farklilik tespit edilmedi. Hastalarimizin ortalama Hb miktarlarinin
8,9 g/dL olmasit bu Hb diizeylerinin HIF20 ‘nin sentezinde artisa neden
olmadigimi diisiindiirdii. Ozellikle hastalarda kan transfiizyon sikliginin
belirlenmesinde 9 g/dL Hb degerleri baz alinabilir.

Hasta grubu ile kontrol grubu serum ghrelin diizeyleri kiyaslandiginda beta
talasemi major hastalarinda serum ghrelin diizeylerinin anlamli derecede
yiiksek oldugu tespit edildi. Hastalardaki ghrelin diizeyi ytiksekliginin demir
metabolizmasinda 6nemli bir role sahip oldugunu diisiindiirdii.

Hasta grubunda serum ghrelin ve ferritin diizeyleri arasinda anlaml diizeyde
pozitif korelasyon oldugu gosterildi. Hem demir eksikligi tedavisi sonrasinda
artan ferritin diizeylerine sekonder olarak hem de talasemi gibi ferritin
yiiksekligiyle seyreden hastaliklarda serum ghrelin diizeylerinin ytliksek olmasi
ghrelin sentezlenmesinde ferritin diizeylerinin indiikleyici bir role sahip
oldugunu diistindiirebilir.

Hasta grubunda ghrelin ve HIF2a arasinda pozitif korelasyon tespit edilmistir.
Beta talasemi major hastaliginda HIF2a sentezlenmesinde ghrelin etkisini

oldugunu diisiindiirdii.
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8) Hasta grubundaki ghrelin ve ferritin seviyeleri arasindaki tespit edilen pozitif
korelasyonun diger bir nedeni ghrelin hormonunun ferritin sentezini arttirmasi
olabilir. Talasemi hastalarindaki hemokromatozun olusmasinda yiiksek ghrelin
seviyeleri de rol oynuyor olabilir. Yapilacak olan daha kapsamli ¢alismalarda
ghrelin antagonistleri kullanilarak hemokromatoz iizerindeki etkileri

arastirilmalidir.
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