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OZET

Amac: Talasemi hastalarinda sik transfiizyonlarla birlikte viicutta demir birikimi
olmaktadir. Hastalardaki demir birikimini degerlendirmek i¢in siklikla invaziv
olmayan indirekt yontemle viicuttaki demiri goOsteren ferritin diizeyi izlemi
yapilmaktadir. Biz ¢alismamizda talasemi hastalarinin eritrositleri i¢inde bulunan
hemoglobine bagli olmayan demiri dlgerek demir ylikiinde meydana gelen degisimi

ferritinin aksine direkt olarak hiicre diizeyinde degerlendirmeyi amaglamaktayiz.

Gerec ve Yontem: Ankara Bilkent Sehir Hastanesi Pediatri poliklinigine bagvuran 10-
35 yas arasi beta talasemi major hastaligina sahip kigiler talasemi hasta grubuna
secilmigtir. Kontrol grubuna Ankara Bilkent Sehir Hastanesi Aile Hekimligi
poliklinigine 10-35 yas aras1 genel muayeneye gelen saglikli kisiler dahil edilmistir.
Katilimcilarin rutin 6lglimler i¢in laboratuvara ulasan numunelerinden hemolizat elde
edilmis ve etanol-kloroform karisimiyla hemoglobinler uzaklastirilmistir. Kalan
siipernatantta otomatik analizorde eritrosit i¢i non-hem demir dlgiimi
gerceklestirilmistir. Cikan sonuglar standardizasyon saglanmasi i¢in katilimcilarin

hemoglobin degerlerine boliinmiistiir.

Bulgular: Calismaya 47 tanesi -talasemi major hasta grubunda, 53 tanesi de saglikli
kontrol grubunda olmak tizere 100 goniillii birey dahil edilmistir. Katilimcilarin
standardize edilmis eritrosit i¢i non-hem demir diizeyleri 6l¢iilmiis ve saglikli kontrol
grubunda 1,17 pg/g iken talasemi hasta grubunda 1,64 pg/g olarak tespit edilmistir.
Talasemi hastalarinda standardize eritrosit i¢i non-hem demirin ferritinle arasinda
anlamli korelasyon tespit edilmistir (= 0,3; p= 0,048). Talasemi hastalarinda
deferasiroks kullanan 27 hasta ve hi¢bir ila¢ kullanimi olmayan 10 hastanin
standardize eritrosit i¢i non-hem demir diizeyleri incelendiginde medyan degerler

sirastyla 1,24 pg/g ve 1,72 pg/g olarak bulunmustur (p= 0,005).

Sonu¢: Giliniimiizde demir yiikii izlemi siklikla indirekt olarak serum ferritin diizeyi
izlenerek ya da direkt olarak Manyetik Rezonans Goriintiileme (MR) ve biyopsi ile
yapilmaktadir. Demir yiikii takibini daha kolay, ucuz, teknik tecriibe gerektirmeyen ve

en onemlisi direkt hiicre diizeyinde degerlendirecek sekilde eritrosit i¢i hemoglobine
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bagli olmayan demir 6l¢liim yontemi gelistirilmistir. Hemoglobin basina diisen demir
diizeyi ayn1 zamanda talasemide ila¢ kullanimi1 olan ve olmayan hastalarda da demir

birikimi hakkinda bilgi vermektedir.

Anahtar Kelimeler: Demir, Demir Birikimi, Beta Talasemi, Eritrosit
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ABSTRACT

Aim: Iron accumulation in the body occurs with frequent transfusions in thalassaemia
patients. In order to evaluate iron accumulation in patients, ferritin level, which shows
iron in the body, is frequently monitored by non-invasive indirect method. In our study,
we aimed to evaluate the change in iron load directly at the cell level by measuring the
non-haemoglobin-bound iron in the erythrocytes of thalassaemia patients in contrast

to ferritin.

Materials (Patients) and Methods: Individuals between the ages of 10 and 35 years
with beta thalassemia major who sought care at the Ankara Bilkent City Hospital
Pediatrics outpatient clinic were selected to comprise the thalassemia patient group.
The control group consisted of healthy individuals within the same age range who
attended the Family Medicine outpatient clinic of Ankara Bilkent City Hospital for a
general examination. Hemolysate was obtained from the samples of the participants
who arrived at the laboratory for routine measurements, and the hemoglobins were
removed with an ethanol-chloroform mixture. The remaining plasma was then
analyzed for intra-erythrocyte non-heme iron using an automatic analyzer. Finally, the

results were divided by the respective hemoglobin values to ensure standardization.

Results: In study, 100 volunteer individuals, 47 in the p-thalassaemia major patient
group and 53 in the healthy control group, were included. Standardised intra-
erythrocyte non-heme iron levels of the participants were measured and found to be
1.64 pg/g in the thalassaemia patient group compared to 1.17 pg/g in the healthy
control group. A significant correlation was found between standardised intra-
erythrocyte non-heme iron and ferritin in thalassaemia patients (r= 0.3; p= 0.048).
When the standardised intra-erythrocyte non-heme iron levels of 27 patients using
deferasirox and 10 patients without any drug use in thalassaemia patients were
analysed, the median values were found as 1.24 pg/g and 1.72 pg/g, respectively (p=
0,005).

Conclusion: Currently, iron load monitoring is frequently performed indirectly by

monitoring serum ferritin level or directly by Magnetic Resonance Imaging (MRI) and

XV



biopsy. An iron measurement method that is easier, cheaper, does not require technical
experience and most importantly, does not depend on intra-erythrocyte haemoglobin
has been developed to evaluate iron load directly at the cellular level. The iron level
per haemoglobin also provides information about iron accumulation in patients with

and without drug use in thalassaemia.

Key Words: Iron, Iron Overload, Beta thalassemia, Erythrocytes
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1. GIRIiS VE AMAC

Demir, viicutta oksijen taginmasi, reaktif oksijen tiirlerinin detoksifikasyonu ve
enerji Uretimi gibi hayati fonksiyonlar1 devam ettirmek i¢in gerekli hiicresel siireclerde
kritik rol oynar (1). Canli hiicrelerde, demir agirlikli olarak hem ve demir-kiikiirt
kiimeleri gibi fonksiyonel gruplara bagli halde bulunur, viicuttaki depo formlar1 da
ferritin ve hemosiderindir (2—5). Demir, demir metabolizmasinin farkli asamalarinda
birbirlerine doniisebilen, ferr6z demir Fe(ll) ve ferrik demir Fe(lll) iyonlart olarak
isimlendirilen iki farkli formda bulunur. Bununla birlikte, viicutta kararsiz demir
havuzu olarak bilinen ¢ok az miktarda bagli olmayan demir iyonu bulunur bu da
redoks aktif formda reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu katalize eder (2,3,6). Bu
nedenlerden dolayr demir diizeyi, homeostazisi ve demir redoks durumu siki bir
sekilde kontrol edilir (1). Bu siki denetimin ve bozulan demir metabolizmasinin 6nemli
indikatorlerinden biri serum demir diizeyinin dl¢lilmesidir. Giiniimiizde serum demir
diizeyi, genellikle ferrozin ve ferene kromojenlerinin kullanildigi kolorimetrik

yontemlerle 6l¢iilmektedir.

Yetigkinler giinliik 1-2 mg demiri diyetle viicuda alirlar, fazla demiri atacak
mekanizma da olmadigindan viicuttaki diizeyi siki bir sekilde kontrol edilir (2,7).
Talasemi, hemakromatoz, myelodisplastik sendrom gibi hastaliklar demir
metabolizmasini etkileyen demir birikimiyle karakterizedir. Ayrica demir; karaciger,
kalp, sinir sistemi vb. dokularda birikerek ilgili organlarda fonksiyon bozukluklarina
bagl olarak siroz, kardiyomiyopati, Friedreich’s Ataksisi, Alzheimer, Huntington gibi

hastaliklara sebep olur (1).

Talasemi normal globin zincirlerinden bir veya birkaginin sentezinin azalmasi
veya yoklugu ile karakterize bir grup kan hastaligin1 ifade eder. Klinik siddetlerine ve
transflizyon gereksinimlerine bagli olarak transfiizyona bagimli ve transfiizyona
bagimli olmayan talasemiler seklinde ikiye ayrilabilmektedir (7). Beta talasemi major
grubundaki hastalarda Hb A sentezi ¢cok azdir ve Hb F total hemoglobinin %80’den
fazlasin1 olusturmaktadir. Bu grup hastalar doku oksijenlenmesini saglamak ve
inefektif eritropoezi baskilamak amaciyla siklikla transfiizyona bagimlidir (8). Ayn

zamanda transfiizyona bagimli hastalarin viicuttaki demir birikimini dnlemek i¢in bir



siire sonra demir selasyon tedavilerine baslamalar1 gerekmektedir. Dokudaki demir
birikimini direkt olarak belirlemek i¢in karaciger biyopsisi ve kardiyak MR (Manyetik
rezonans goriintiileme) gibi uygulamalar mevcuttur. Fakat bu uygulamalar girisimsel,
zaman alici, maliyetli, uygun ortam gerektiren kiilfetli yontemlerdir. Bu nedenle demir
selasyon tedavisine baslama karar1 ve doz ayarlamasi siklikla viicutta biriken doku
demirini gosteren ferritin diizeyinin izlemi yapilarak karar verilmektedir (8). Serum
ferritini viicut demir depolarini indirekt olarak gosteren en sik kullanilan teknik olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Demir selasyon tedavilerindeki amag serum ferritin diizeylerini

500-1000 ng/ml arasinda tutmaktir (8).

Sik transfiizyonlarla viicutta biriken demir sadece karaciger, kalp, sinir sistemi
gibi dokular1 degil eritroid hiicreleri de etkilemektedir (9). Demir birikimi doku
demirinde olabilecegi gibi serbest/labil olarak tanimlanan demir seklinde de
olabilmektedir. Literatiir incelendiginde serbest demir ‘reaktif oksijen tiirlerinin
olusumunu katalize etme yetenegini koruyacak sekilde baglanmis demir’ olarak
tanimlanirken, labil demir ‘diisiik afiniteli ligandlara bagli demir iyonu’ olarak
aciklanmistir (4,9,10). Onceki g¢alismalarda siklikla labil plazma demiri olarak
adlandirilan transferrine bagli olmayan plazma demiri 6lgiilmekle birlikte (11,12)
eritrosit i¢i labil demiri kalseinle boyayarak flow sitometri ile analiz eden yayinlar da
mevcuttur (4,5,9). Yine baska bir ¢alismada eritrosit igerisindeki serbest demir HPLC
(yiiksek basingli s1vi kromatografisi) ile dl¢tilmiistiir (13). Ancak hem HPLC hem flow
sitometri gibi yontemler her laboratuvarda bulunmayan, teknisyen tecriibesi gerektiren
pahali ve zor tekniklerdir. Talasemi hastalarinda demir selasyon tedavisine baglama
karar1 ve tedavi dozunu etkileyen parametre bilindigi gibi serum ferritin takibidir.
Ancak serum ferritin takibinin bazi ciddi dezavantajlar1 bulunmaktadir. Serum ferritini
demir yikiiniin indirekt gostergesidir, yiliksek demir yiikiine dogrusal olmayan bir
tepki gosterir, takiplerde serum ferritininde azalmanin olmamasi yaniti engellemez (7).
Bunun yaninda ferritin bir pozitif akut faz reaktanidir ve birgok durumda serum
diizeyleri artmaktadir bu da talasemi hastalarinda birikime bagli bir artma m1 oldu

yoksa enfeksiyona bagl bir artma m1 oldugu konusunda ayrimi zorlagtirmaktadir.

Biz ¢alismamizda geleneksel serum demir 6l¢iimii i¢in kullanilan kolorimetrik
yontemi modifiye ederek, eritrositlerden elde ettigimiz hemolizat numunesinde

hemoglobine bagli olmayan demiri G6lgmeyi amaclamaktayiz. Bizim modifiye



ettigimiz yontemle eritrosit iginde bulunan ve hemoglobine bagli olmayan (non-hem)
demir 6lgiilerek demir yiikiinde meydana gelen degisimi ferritinin aksine direkt olarak

hiicre diizeyinde degerlendirmeyi amaglamaktayiz.

Literatlir incelendiginde bu calismanin eritrosit i¢inde hem grubuna baglh
olmayan demiri kolorimetrik yontemle Olgen ilk ¢alisma oldugu goriilmektedir. Bu
calismanin 6zglnligil, ferritin Ol¢limiine kiyasla interferanslardan etkilenmeyen,
hiicresel demir birikimini 6lg¢erek tedavi yanit1 ve izlem i¢in kullanilan demir yiikiinii
dolayli olarak degil direkt olarak degerlendirebilmesidir. Bu sayede talasemi
hastalarinda demir yiikiinii Ol¢ebilecek sekilde tasarlanmis olan bu g¢alisma ilerde
demirle iligkili diger hastaliklarda da demir yiikiinii ya da eksikligini degerlendirmeye

olanak saglayabilir.



2. GENEL BiLGILER

2.1. Demir

Demir 26 atom numarasina sahip periyodik tabloda d-blokta yer alan bir
metaldir. Diinya kabugunda en bol bulunan dérdiincii element olmasiyla birlikte kiitle
olarak bakildiginda en yaygin elementtir (14). Yeryiiziinde bol miktarda bulunmasinin
yaninda yasayan organizmalarda da bulunur ve onemli gérevlerde rol alir. insan
viicudunda demir, elektron transfer etme Ozelligi sayesinde bir¢cok biyomolekiiliin
yapisinda kofaktor olarak rol almakta, hiicresel solunum, elektron taginmasi ve DNA
sentezi gibi bir¢ok iglevi bulunmaktadir (14,15). Demir viicutta demir deposu olarak
ferritin ve hemosiderinde, hem formu olarak miyoglobin ve hemoglobine bagli,
transferrin ve apotransferrinde transfer edilebilen formda, labil demir havuzu olarak
adlandirilan rijit olmayan baga sahip halde ve doku demiri olarak bir¢ok farkli

sekillerde farkli kompartmanlarda bulunmaktadir (4,16).

Demir, demir metabolizmasinin farkli asamalarinda birbirlerine doniisebilen,
ferr6z demir Fe(ll) ve ferrik demir Fe(lll) iyonlar1 olarak isimlendirilen iki yaygin
formda bulunur. Demirin daha az yaygin bir diger formu da kararsiz ferrat (Fe VI)
iyonudur (14,17). Yaygin bulunan iki formun viicutta farkli gérevleri vardir. Ferrik
demir oksijen atomlarint koordine ederken, ferr6z demir iyonu nitrojen ve kiikiirt
atomlar1 iceren ligandlara baglanir. Bu durum her iki formun da toksisitesinden

sorumludur (7,17).

Demir ayn1 zamanda viicutta hem proteini olarak ya da heme bagli olmayan
demir-siilfiir bilesigi seklinde bulunmaktadir. Hem proteinleri, porfirin halkasindan
olusur. Porfirin halkasinda dort nitrojen atomu ve merkezde bir demir atomu bulunur.
Hem iceren proteinler hemoglobin, hemosiyanin, miyoglobin, ndroglobin, sitoglobin,
sitokrom P450, sitokrom c oksidaz, katalaz ve peroksidazdir. Yapisinda aktif
bolgesinde demir bulunan ama hem porfirin halkas1 bulunmayan proteinlere non-hem
demir proteinleri denir. Bunlara 6rnek olarak lipoksijenazlar, izopenisilin N-sentaz,
aromatik aminoasit hidroksilazlar, hemetrin, bazi riboniikleotid rediiktazlar ve ferritin

verilebilir (18,19).



Demir canli organizmada bir¢ok farkli bilesik olusturabilir. Asetat, siilfat, siilfit,
oksit, nitrat, karbonat ve hidroksit gibi fonksiyonel gruplar ile demirin olusturdugu
komplekslerin birgok islevi bulunmaktadir. Demirin insan viicudundaki ©Onemi
elektron kazanip kaybetmedeki yetenegi ve ayni zamanda kofaktor olarak gorev
yapabilmesidir. Bu yetenek sayesinde demir birgok farkli biyokimyasal olayda rol
oynayabilmektedir (14,20).

Demir iceren metalloenzimlerin ana islevleri:

Oksijen transportu: En bilinen 6rnegi hemoglobin molekiiliiniin tagidig1 oksijendir.
Hemoglobin molekiilii dort hem grubuna sahiptir ve her bir hem grubu demiri
baglayacak ozelliktedir, boylece bir hemoglobin molekiilii dort oksijen molekiiliinii
tagiyabilir. Akciger alveollerinden oksijenin baglanmast ve biitiin viicuda
taginmasindan hem grubu i¢eren hemoglobin sorumludur (14,21). Yine memeli kas
dokusunda oksijen depolayan miyoglobin molekiili de hem igeren oksijen

transportunda gorev alan metalloenzimdir.

Elektron transferi: Demir atomunun bu 6zelligi kolay elektron kazanma ve kaybetme
yetenegiyle iligkilidir. Mitokondride bulunan Fe-S kiimelerinde ve solunum
kompleksleri 1-4’iin hem gruplarinda bulunan demir, zar boyunca hareketli yapilari
(ubikinon ve sitokrom c) kullanarak elektronlarin enerjisinin iletilmesini saglar. Bu
demir-kiikiirt kiimeleri ve hem igeren yapilar hiicresel solunumun temelini olusturur

(14).

Oksidatif ve rediiktif transformasyon: Bir substratin indirgenmesi veya
oksidasyonunu igeren redoks tepkimelerine aracilik eder. Sitokrom P-450 enzimleri
aktif bolgesinde hem grubu igerir ve bu gruba drnek olarak verilebilir. Demirin redoks
yetenegi reaktif oksijen tiirlerinin detoksifikasyonunda islev yapan katalaz ve

peroksidazlarin aktivitelerinde de etki gostermektedir (14).

Hidroliz Reaksiyonlari: Serin-treonin fosfatazlar demir igeren hidroliz

reaksiyonlarinda rol alan enzimlerdendir (14).



2.1.1 Demir Emilimi

Besinlerle alinabilen demir hem ve hem olmayan demir olarak ikiye ayrilir.
Hayvansal gidalardan alinan hemoglobin ve miyoglobindeki demir ‘hem’
formundadir. Demirin bu formu diyette emilen demirin %10’unu olusturur ve kolay
emilen formdur. Bitkilerden elde edilen demir ise hem olmayan demir formudur.
Giinliik diyetle alinan demirin, yetiskin erkek bireylerde ve postmenapozal kadinlarda
1-2 mg kadar1 ve lireme ¢agindaki kadinlarda 3 mg’1 bagirsaktan emilir (16,17,22).
Demir homeostazisinde en 6énemli basamak demir emilimidir. Diyetle alinan demirin
absorbsiyon basamaklar1 Sekil 1’de gosterilmektedir. Hem igeren demir yiiksek oranda
emilir, direkt enterosit ylizeyinde bulunan hem tastyici protein 1 (HCP1) reseptorii
araciligtyla pH’dan bagimsiz emilim gergeklesir Hem demiri emilimini
kolaylastirmak igin sitrik asit, askorbik asit, hayvansal dokular gibi faktorlere gerek
yoktur (23). Hem i¢cermeyen demirin emilebilmesi i¢in ferroz forma doniistiiriilmesi
gerekir. Bu doniisiim asit ortamda oldugundan askorbik asit demir emilimini artirir.
Bunun aksine kalsiyum, polifenoller ve fitatlar diyet demiriyle kompleks olusturarak
demir emilimi azaltirlar (24). Demir esas olarak bagirsagin duodenum ve proksimal
jejunum kismindan emilir. Fizyolojik pHda oksitlenmis halde bulunan ferrik demir,
mide asidinin etkisiyle ferrirediiktaz duodenal sitokrom B (DCYTB) enzimi tarafindan
duodenumun proksimalinde ferr6z forma doniistiiriiliir. Ferr6z forma indirgenen demir
enterositlerin yiizeyindeki divalan metal transporter 1 (DMT-1) ile hiicre igine alinir.
Non-hem demir alimini saglayan en 6nemli protein DMT-1"dir. Viicutta demire ihtiyag
olmast halinde enterositin bazolateral membranda bulunan transmembran proteini olan
hefastin ile ferr6z demir ferrik forma okside edilerek ferroportin araciliiyla
plazmadaki transferrine aktarilir. Demirin disar1 atilim mekanizmas: viicutta sadece
ferroportin ile gerceklestirilir. Ferroportin miktar1 hepsidin seviyeleriyle diizenlenir
(24). Hepsidin ferroportine baglanip parcalanmasini saglar. Bu da demirin enterosit
disina atilimini engeller ve demiri ferritin depolarina yonlendirir. Viicutta demirin
yiiksek olmasi, oksijen seviyesi, inflamatuar sitokinler ve peptit yapida hormonlar gibi
diizenleyicilerle hepsidin diizeyi kontrol edilir. Transferrin karacigerde sentezlenen,
ferrik demire yiiksek baglanma afinitesine sahip, glikoprotein yapisinda bir proteindir.
Enterositlerden ferroportin araciligiyla hiicre digina atilan ferrik demiri hiicrelere tagur.

Her bir transferrin molekiilii iki tane ferrik demiri giiclii bir sekilde baglar.



Transferrinin asil gorevi, demirin ¢Oziinlir hale getirilmesi icin selat olusturmak,
reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu Onlemek ve hiicrelere tasinmasini

kolaylastirmaktir.

Hiicre tipine gore demir alim mekanizmalari da farklidir. Ornegin makrofajlar
fagosite ettikleri yaslh eritrositlerin hemoglobininden serbestlesen demiri kullanirlar.
Ayni zamanda vakuolar membranlarindan DMT-1 ile demir transportu yapabilirler.
Makrofaj i¢cindeki demir enterositlerde oldugu gibi ferroportin araciliiyla plazmaya
verilebilir ya da ferritin seklinde depolanabilmektedir. Hepatositler ylizey reseptorleri
TfR-1 (hiicre yiizeyine yerlesmis transferrin reseptorii) ve TfR2 (hepatosit, duodenal
kript hiicreleri, eritroid hiicrelerle sinirli) ile demiri hiicre i¢ine alirlar. Bu hiicreler
disindaki biitiin hiicreler ylizeylerinde bulunan transferrin reseptorlerine baglanan
demiri klatrin aracili endositoz yoluyla holotransferrinden almaktadirlar (Sekil 2) (25).
Demir hiicre igine girdiginde sitoplazmada glutatyon gibi bilesiklere gevsek bir sekilde
baglanabilir ve kararsiz demir havuzuna katilabilir (26). Bunun disinda ferritin
seklinde depo edilebilir, demir-kiikiirt kiimelerine katilabilir ya da ferroportin

tarafindan hiicreden salinabilir.
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Sekil 1: Diyetle alinan demirin intestinal liimenden emilimi (26)



Proton pompasi tarafindan endosomal pH'in azaltilmasi, hem Tf hem de TfR1'de
konformasyonel degisiklikler yaparak Fe'nin salinmasim1 tesvik eder (27).
Transferinden sitozole demir tasinmasinda onemli bir adim, transferinden demirin
salinmasina yardimci olan endosomun aktif asitlestirilmesidir ve hala TFR1'e bagh

olan apotransferrin, salindig1 hiicre yiizeyine geri doniistiiriiliir (28).

Demir, endosomdan ¢ikar ve DMT1 araciligiyla hiicre sitoplazmasina girer.
Prostatin ferrirediiktaz alti-transmembran epitel antijeni 3 (STEAP3) de, DMT1

araciligiyla tastnmadan dnce Fe ** i Fe 2" ye indirgeyerek bu siireci kolaylastirir (29).
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Sekil 2: Transferrinin klatrin aracili endositozu (25)



2.1.2 IRP-IRE Sinyal Yolu ile Demir Homeostazinin Modiilasyonu

Demir homeostazisi ayrintili bir sekilde diizenlenir. Baz1 kontrol mekanizmalari
transkripsiyonel diizeyde mevcut olsa da, demirin emilimi, tasinmasi ve depolanmasi,
demir diizenleyici protein (IRP) ve demire duyarli element (IRE) sinyal yolu
tarafindan translasyonel diizeyde titizlikle diizenlenir. IRP1 (90 KDa) ve IRP2 (105
KDa) bilinen iki RNA baglayici proteindir ve IRE ile indiiklenebilir etkilesimleri,
ferritin ve ferroportin (Fpn) mRNA'nin translasyonunu ve TfR mRNA'nin stabilitesini
kontrol etme islevi goriir. Kisaca, IRP'ler, mRNA transkriptlerinin ¢gevrilmemis bolgesi
(UTR) icindeki IRE'ler olarak bilinen belirli kodlamayan dizilere baglanarak demir
metabolizmasini kontrol edebilir (30). IRE'ler, CAGUGN dizisini (klasik IRE motifi)
iceren 30 niikleotid uzunlugunda RNA motifleridir ve 0zel sap-ilmek yapilari
olusturabilirler. IRE'ler, hedef mRNA'nin 3'-UTR veya 5'-UTR'sinde bulunabilir. 5'-
UTR'lerinde IRE motifleri bulunan transkriptler arasinda ferritin H ve L alt birimleri,
Fpn ve aminolevulinik asit sentaz bulunur, 3'-UTR'lerinde IRE motifleri bulunan hedef

mRNA'da ise TfR (5 kopya) ve DMT-1 bulunur.

IRP'ler translasyonel gili¢lendirici veya translasyonel inhibitdr olarak islev
gorebilir. Demir eksikligi olan hiicrelerde, IRP ile hedef mRNA'nin 5'-UTR'sindeki
IRE motifi arasindaki etkilesim, translasyonun baslatilmasi i¢in mRNA ile ribozom
arasindaki onemli etkilesimlerin kesintiye ugramasi yoluyla translasyonu ortadan
kaldirabilir. Ancak, demir acisindan zengin hiicrelerde, demir konformasyonel bir
degisikligi indiiklemek i¢in IRP'lere baglanabilir, bu da IRP'lerin hedef mRNA'dan
ayrilmasini tesvik ederek hedef mRNA'nin translasyonunun kolaylastirilmasina yol
acar (Sekil 3). Buna karsilik, bazt mRNA transkriptleri 3'-UTR'lerinde bir veya daha
fazla IRE motifi igerir. Demir eksikligi olan hiicrelerde, IRP'lerin transkriptlerin 3'-
UTR'sindeki bir IRE'ye baglanmasi hedef mRNA'y1 endoniikleaz parcalanmasina
kars1 koruyabilir. Bu nedenle, IRP'ler ve 3'-UTR IRE arasindaki etkilesim,
transkriptlerin yar1 omriinii uzatabilir ve hedef mRNA'nin translasyonunu tesvik
edebilir. Bununla birlikte, demir agisindan zengin hiicrelerde, IRP'nin 3'-UTR'deki bir
IRE'den ayrilmasi, hedef transkriptleri endoniikleaz saldirisina ve bozunmasina
duyarl hale getirir ve transkriptlerin translasyonunun asag1 diizenlenmesine yol agar
(30). Ferritin ve Fpn'nin her iki transkripti de 5'-UTR'lerinde IRE'ye sahiptir, boylece

demir eksikligi kosullarinda ferritin ve Fpn'nin translasyonu IRP'ler tarafindan inhibe



edilebilir. Ferritin ve Fpn'nin azalmig ekspresyonu, ferritin tarafindan gereksiz demir
baglanmasini ve Fpn tarafindan demir ihracatini1 azaltabilir ve bu da hiicre kullanimi
icin mevcut serbest demir seviyesinin artmasina yol agar. Ancak hem TfR hem de
DMTI mRNA, demir eksikliginde IRP'lere baglanabilen ve transkriptlerin
stabilizasyonuna ve ardindan hiicrelere demir emilimini tesvik etmek i¢in TfR ve
DMTTI sentezinin artmasina yol acabilen 3'-UTR IRE'lerine sahiptir. Bunun aksine,
demir birikimi durumunda, artan demir seviyesi, ferritin ve Fpn transkriptlerinin
translasyonunu tesvik etmek ve TfR ve DMT1 mRNA'sin1 dengesizlestirmek i¢in IRP-
IRE etkilesimini bozabilir. Bu nedenle demir birikimi altinda, demir emilimi inhibe
edilirken, demir depolama ve ihracati artirilabilir. Hiicrelerdeki demir homeostazi

Sekil 4’de gosterilmistir.
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Sekil 3: IRP-IRE sinyal yolu ile ¢eviri modiilasyonunun mekanizmasi (30)
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Sekil 4: Insanlarda hiicresel demir homeostazim gosteren diyagram (31)

2.1.3 Viicutta Demirin Bagh Bulundugu Yerler

Serum albiimini birgok metal iyonuna baglanabilmektedir. Ozellikle Zn*? ve
Cd*? igin 6zel baglanma bolgesinin oldugu da bilinmektedir. Bununla birlikte serum
albiimininin demiri baglayabildigine yonelik birka¢ yayin olsa da spesifik bir

baglanma yeri oldugu tanimlanamamaistir (17,32-35).

Viicuttaki ana demir depolama proteini ferritindir. Molekiiler agirligi 474.000
kDa olan ferritin kiiresel sekilli sitozolik bir proteindir. Ferritin, ici 4500’e kadar Fe **
iyonu depolayabilecek kadar genis bir protein bosluguna sahiptir (36). Ferritin iki ana
alt birimden olugmaktadir. Bunlar sirasiyla 19 kDA veya 21 kDa molekiiler agirliga
sahip hafif (L) veya agir (H) tiptedir. Ferritin kabugunun i¢inde, demir iyonlar1 fosfat
ve hidroksit iyonlariyla birlikte kristalitler olusturur. Demir, bu protein bosluklarinin
icinde yar1 kristalin birikintiler olarak birikir ve metabolik olarak inaktiftir. Ferritin alt
birimlerinin kesigsimleri, protein duvarinda bulunan iki tip kanal olusturur. Her iki
ferritin kanali farkli roller tistlenmektedir. Hidrofobik 4 katli kanal 16sin kalintilariyla

kaphidir ve 3 katli kanal hidrofilik glutamat ve aspartat kalintilartyla kaplidir (14).

11



Hemosiderin bagka bir demir depolama protein kompleksidir. Molekiiler yapisi
iyi tammlanmamustir, ancak ¢dziinmeyen bir formda Fe 3" oksihidroksit icerdigi
diistiniilmektedir. Hemosiderin'in redoks aktif bir molekiil oldugu bildirilmistir ve
kanitlarin ¢ogu Fe asir1 yiikleme hastalifinin patogenezinde oOnemli bir rol
oynayabilecegini diisiindliirmektedir. Hemosiderin en sik makrofajlarda, lizozomlarda
ve siderozomlarda bulunur ve 6zellikle dokulara kanamadan sonraki durumlarda bol
miktarda bulunur. Bozulmus kirmizi kan hiicrelerinden gelen hemoglobin,
hemosiderin ve porfirin iireten makrofajlar tarafindan yutuldugu hiicre i¢i bosluga

salinir (14).

2.1.4 Karaciger ve Demir

Seruloplazmin, ferroksidaz veya demir(ll) oksijen oksidorediiktaz olarak da
bilinir. Yapisinda 8 bakir atomu bulunur. Genellikle bir bakir tagima proteini olarak
kabul edilse de, birincil islevi bu degildir. Seruloplazmin, ferréz demir Fe **'nin ferrik
demir Fe 3"'e oksidasyonunu katalize eder, bu nedenle transferin ile birlikte plazmada
tasinmasma yardimci olur, transferin demiri yalmizeca ferrik halde tasiyabilir.
Karacigere giren demirin ¢ogu plazmadan Tf-TfR kompleksi seklinde elde edilir.
Patolojik  durumlarda, transferinle bagli olmayan demir, ferritin ve
hemoglobin/haptoglobin ve hem/hemopeksin kompleksleri organa demir tasinmasinda

daha biiyiik 6nem kazanir.

Hepsidin, sadece ferroportine dogrudan baglanarak ve onu tikayarak degil, ayni
zamanda ferroportinde ferroportin ubikitinasyonu, her iki molekiiliin endositozu ve
lizozomal bozunumu ile sonug¢lanan konformasyonel bir degisikligi indiikleyerek
hiicresel demir disa akimin1 engeller. in vivo olarak, makrofajlardan, hepatositlerden
ve enterositlerden plazmaya demir disa akimiin kaybi, agirlikli olarak eritrosit
onciilleri tarafindan hemoglobin sentezi i¢in plazma demirinin siirekli tiiketilmesi

nedeniyle hipoferremiye neden olur.
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2.1.5 Demir Iceren Proteinler

Demir igeren protein siniflari: demir-kiikiirt kiimesi igeren proteinler, hem i¢eren
proteinler ve demir-kiikiirt kiimelerinden veya hemden yoksun demir igeren enzimler.

Bu proteinlerdeki demir iceren kisimlarin 6rnekleri agagida gosterilmistir (Sekil 5).

Demir-kiikiirt (Fe-S) i¢eren proteinler, ayr1 kimyasal reaksiyonlari katalize eden
bagimsiz enzimler olarak veya elektronlar tasiyan komplekslerdeki bilesenler olarak
bulunur. Hem'i (demir ve protoporfirin kompleksi) baglayan proteinler, oksijen
baglanmasinda ve oksijen igeren molekiillerin metabolizmasinda énemli bir rol oynar.
Son olarak, demir, Fe-S veya hem'den bagimsiz olarak proteinlere baglanabilir ve bu
proteinler cesitli metabolik aktivitelerde dnemli bir rol oynar. Ornegin, okso di-demir
(Fe-O-Fe) enzimleri, ¢ift baglar1 tanitmak i¢in molekiiler oksijeni kullanan
dehidrojenasyon reaksiyonlari i¢in yaygin olarak kullanilir. Di-demir merkezi, metan
monooksijenaz, riboniikleotid rediiktaz ve metil sterol oksidaz dahil olmak iizere
cesitli proteinlerde bulunur. Ug tip demir iceren protein tiim biyolojik alemlerde
bulunur, ancak ortamin oksijen gerilimine bagl olarak, oksijen bazli metabolizmada
yogun olarak kullanilan hem ve okso di-demir i¢eren enzimler bulunmayabilir.
Ornegin, aerobik olarak bilyiiyen maya, demir igeren iig tip proteini de ifade ederken,
anaerobik olarak biiyliyen maya yalnizca demir-kiikiirt kiimesi igceren proteinleri ifade

eder (20).
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Sekil 5: Demir iceren proteinlerin yapisi (20)
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2.1.6 Demir ile iliskili Parametrelerin Biyokimyasal Olciimleri

Viicuttaki demir durumunu degerlendirmek i¢in serum numunesinde
yapilabilecek tetkikler serum demir, serum ferritin (SF), transferrin satiirasyonu ve
¢ozlnlir transferrin reseptorii (sTfR) Olglimiiyken, eritrositlerde protoporfirin (EP)
diizeyi 6l¢ctimii seklindedir (37). Demir deposunun tahmin edilmesine yonelik yapilan
kemik iligi demir boyamasi altin standart gostergedir, ancak rutinde kullanimi1 pratik
degildir.

Demir diizeyi hakkinda bilgi veren tetkiklerden transferrin satlirasyonu
transferrinin demir baglanma alanlarimin doluluk yiizdesi olarak tanimlanan
laboratuvarda hesaplanan bir parametredir. Serum demirinin toplam demir baglama
kapasitesine (TIBC) orani olarak veya serum demirinin transferrine orani olarak
hesaplanir. Doymamis demir baglama kapasitesi (UIBC) olgiiliirse, TIBC serum
demiri ve UIBC'nin toplami olarak hesaplanir. Rutinde siklikla 6l¢iilen serum demiri
oncelikli olarak transferrine bagli demiri ifade eder. Transferrine bagli olmayan
(NTBI), diisik molekiiler agirlikli proteinlere veya diger bilesiklere bagli demir
plazma toplam demir havuzunun %1 ’inden azini1 kapsar ve rutinde Ol¢iilmez. EP,
eritrositlerde bulunan form olan c¢inko protoporfirinin (ZPP) dogrudan Oolgiilen
konsantrasyonu veya ekstraksiyondan sonra olgiilen serbest EP konsantrasyonu i¢in
kullanilan genel bir terimdir. sT{R, transferin reseptorii 1'in kesilmis bir pargasidir ve

plazmada transferine bagh olarak dolasir (37).

SF, transferin ve sTfR gibi protein bazli gdstergeler immiinoassay'lerle
Olctliirken, serum demiri, TIBC ve UIBC, demir ile bir renk kompleksi olusturmak
tizere kromojen olarak ferrin veya ferrozin ile kolorimetrik reaksiyon kullanilarak

kimya analizorlerinde 6l¢iiliir (37).
2.1.7 Demir Durum Géstergelerinin Standardizasyonu

Cogu demir durum gostergesi icin uluslararasi referans materyalleri Ulusal
Standartlar ve Teknoloji Enstitiisii'nden [demir tel formundaki demir (SRM 937) veya
demir standart c¢ozeltisi (SRM 3126A) icin], Birlesik Krallik Ulusal Biyolojik
Standartlar ve Kontrol Enstitiisii araciligiyla WHO'dan [hemoglobin (IS 98/708), SF
(RM 94/572) ve sTfR (RR 07/202) icin] veya Avrupa Referans Malzemeleri ve
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Olgiimleri Enstitiisii'nden [transferin (ERM-DA470) igin] mevcuttur. Ulusal
Standartlar ve Teknoloji Enstitiisii referans materyalleri, yiiksek dereceli referans

yontemlerinin kullanimiyla atanan sertifikal1 degerler saglar (37).
2.1.8 Demir Ol¢iimii

Kanda demir nétral pH’da transferrine bagli halde bulunur. Serum demir 6l¢timii
yapabilmek i¢in Oncelikle serum asidifiye edilerek transferrine bagli halde bulunan
Fe*" formundaki demir iyonu Fe?" formuna indirgenir. Olusan demir iyonu
batofenantrolin, ferrozin gibi kromojenlerle boyanarak spektrofotometrik olgiim

yapilir.

Serum demir konsantrasyonlar1 atomik absorpsiyon spektroskopisi ile
Olciilebilir, ancak bu, hemoliz sonucunda bulunan herhangi bir hem demirin

Olciilmesinin dezavantajina sahiptir ve tan1 amagh kullanilmaz (38).

Demir dokularda temel olarak Prusya Mavisiyle boyanarak tespit

edilebilmektedir.

Bilinen bu yontemlerin disinda demirin bazi formlari da arastirma amagli olarak
Olciilebilmektedir. Arastirmalarda siklikla demirin baglanmayan zararli olabilecek
formu olan serbest/labil formlari 6l¢iilmek istenmistir. Literatiir incelendiginde serbest
demir ‘reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu katalize etme yetenegini koruyacak sekilde
baglanmis demir’ olarak tanimlanirken, labil demir ‘diisiik afiniteli ligandlara bagh
demir iyonu’ olarak agiklanmustir (4,9,10). Onceki ¢aligmalar siklikla labil plazma
demiri olarak adlandirilan transferrine bagli olmayan plazma demirini 6lgmekle
birlikte (11,12) eritrosit i¢i labil demiri kalseinle boyayarak flow sitometri ile analiz
etmislerdir (4,5,9). Yine baska bir caligmada eritrosit i¢erisindeki serbest demir HPLC
ile olgtilmiistiir (13).

2.1.9 Labil Demir Formu

Transferrin, demiri baglayan plazma proteinidir. Transferrinin yaklasik %70’u
demirle doymustur ve daha fazla miktardaki demir transferrine bagli olmayan demir
seklinde serumda bulunabilir. NTBI bagli olmayan bir demir formu oldugu i¢in serbest

radikaller treterek hiicre ve dokulara zarar verebilir (39). NTBI sadece talasemi
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hastalarinda degil diyabet, son donem bobrek hastaligi, myelodisplastik sendrom gibi

hastaliklarda da ¢alisilmustir (17,40—44).
2.1.10 Demir ile iliskili Hastahklar
2.1.10.1 Demir Eksikligi

Demir igeren yapilarin, hemoglobin ve enzimlerin ¢alisabilmesi i¢in viicutta
belli diizeylerde demir bulunmasi gerekir. Demir tedariki diyetle alinan besinlerden
yapilmaktadir. Yetersiz- diizensiz beslenme, fizyolojik ya da patolojik kanama
durumlari, demir emilimini azaltan faktGrler sonucu viicuttaki demir miktari
azalabilmektedir. Demir eksikligi insanlarda sik goriilen rahatsizliklardan biridir
(16,45). Genellikle beslenme yetersizligine bagli olarak c¢ocuk ve yasli kesimde
goriilebilmektedir. Bunun yaninda yetiskinlerde her zaman kanamayla iliskilendirilir.
Geng kadinlar menstriiel dongiliyle demir kaybederken, erkeklerde demir eksikligi

tespit edildiginde kanama durumu arastirilmalidir (16).

Demir eksikligi anemisinin belirtileri yorgunluk, halsizliktir, ellerde ve goz
kapaklarinda solukluk gibidir. Demir eksikliginin tanisint koymak i¢in siklikla
kullanilan biyokimyasal parametreler: serum demiri, demir baglama kapasitesi, serum
ferritini iken hematolojik olarak tam kan sayimi ve periferik yayma kullanilmaktadir.
Dolagimdaki transferin reseptorii, retikiilosit Hb konsantrasyonlar1 ve kemik iligini
Prusya mavisi ile boyayip demirin degerlendirilmesi diger kullanilabilecek testlerdir.
Kemik iliginde boyayla demir diizeyinin degerlendirilmesi tan1 i¢in en giivenilir testtir.
Tedavide ise, disaridan verilen demir takviyeleri kullanilir ve gerektigi durumda

semptomatik kan transfiizyonu yapilabilmektedir.

Demir eksikligine neden olan diger hastaliklardan ailesel demir eksikligi normal
hepsidin diizenlenmesi i¢in gereken protein olan matripaz-2'yi kodlayan TMPRSS6
genindeki mutasyonlardan kaynaklanabilir (46,47). Noroferritinopati demir eksikligini
taklit eden ferritinin referans araligin altinda olmasiyla karakterize bir hastaliktir.
Demir eksikliginden farkli olarak bu hastalarda Hb ve serum demir konsantrasyonlari

tipik olarak normaldir (16,48).
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2.1.10.2 Demir Birikimi

Viicutta demir birikimi ya primer hemakromatoz seklinde ya da inefektif
eritropoeze neden olan durumlarda ortaya ¢ikan anemiyle birlikte demir emiliminin
artmast ve anemiyi tedavi etmek amagl sik transfiizyonlar sonucu viicuda alinan

demirin artmasiyla sekonder hemakromatoz seklinde olabilmektedir.

Hemokromatozis ve etkisiz eritropoezle iligkili baz1 anemi tipleri, karacigeri,
kalbi, pankreas: ve eklemleri etkileyen artan emilim nedeniyle multisistem demir
yiiklenmesiyle iliskilidir. Hepatik polipeptid hepsidinin subnormal veya uygunsuz
sekilde diisiik etkisi, bu kosullarda olusan artan demir emilimi ve demir yiiklenmesinin
merkezinde yer alir (49). Aseruloplazminemi, Friedreich ataksisi gibi diger kalitsal
bozukluklar da demir birikimiyle giden hastaliklardandir (50-52). Hemosiderozis ve
siderozis, doku diizeyinde demir yiiklenmesini tanimlamak ic¢in en iyi kullanilan
terimlerdir. Ornekler arasinda kanama veya iltihap bdlgelerinde nispeten zararsiz
demir birikimi ve hemokromatozis veya siddetli B talasemisi olan bazi kisilerde olusan
kardiyak miyositlerin yasami tehdit eden demir yiiklenmesi yer alir. Demir ytliklenmesi
olmaksizin hiperferritinemi; yaygin karaciger bozukluklari, neoplazmlar, akut veya
kronik inflamasyon ve kalitsal hiperferritinemi katarakt sendromu gibi nedenlerle

ortaya cikabilir.

Hemokromatozis, demirin kag¢milmaz kaybi1 asan miktarlarda emilmesi
nedeniyle birincil demir yiiklenmesine yatkinlig1 artiran bir grup kalitsal bozukluktur.
Hemokromatozis nedeniyle siddetli demir yiliklenmesi olan bazi kisilerde, artan cilt
demir ve melanin igerigi nedeniyle cildin bronzlasmasi, demir kaynakli hepatosit
hasar1 nedeniyle siroz ve pankreas B-hiicrelerinin ve karaciger hastaliginin demir
kaynakli hasar1 nedeniyle diyabetes mellitus "klasik ticliisii" goriiliir. Siddetli demir
yiiklenmesinin  diger belirtileri arasinda kardiyomiyopati, hipogonadotropik
hipogonadizm ve karakteristik artropati bulunur. Anemi ve demir kaynakli nérolojik
hasar hemokromatozisde nadirdir. Juvenil hemokromatozis terimi, 30 yasindan kiiciik
cocuklarda, ergenlerde ve yetigkinlerde siddetli demir yiiklenmesi, kalp yetmezligi ve
hipogonadotropik hipogonadizm ile karakterize nadir hemokromatozis formlarini
tanimlamak i¢in kullanilir. Bununla birlikte, hemokromatozisin belirli tipleri, nedensel

mutasyonlarin tespit edildigi genin adiyla en 1yi sekilde tanimlanir.
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Ek olarak, anormal demir dagiliminin veya demirle iliskili proteinlerin anormal
iiretiminin birincil veya ikincil bir rol oynayabilecegi birgok kalitsal bozukluk
bilinmektedir. Sonuncular sunlar1 igerir: (1) kalitsal hiperferritinemi katarakt
sendromu(53) (2) aseruloplazminemi,(54-56) (3) GRACILE (biiyiime geriligi,
aminoasidiiri, kolestasis, demir yiiklenmesi, laktikasidoz ve erken Gliim)
sendromu(57), (4) noroferritinopati,(50) (5) panto thenate kinazla iliskili
norodejenerasyon (eskiden Hallervorden-Spatz hastalig1),(58) (6) atransferrinemi,
(59,60) ve muhtemelen (7) Parkinsonizm ve Alzheimer hastalig1 gibi norodejeneratif

bozukluklar (16).

2.2. Talasemi

Talasemi hastaliginin ilk tanimlanmasi 1932 yilinda olmustur. Akdeniz, Malta
ve Sicilya’da tespit edilen anemili hastalara Akdeniz anlamina gelen ‘Thalassa’
sOzciigiinden tiiretilen ‘Thalassaemia’ li bireyler denilerek yayginlagmis bir sdylem
halini almistir. Hastalik ilk olarak bu bolgelerde ortaya ¢ikmis fakat go¢ ve kole ticareti
ile diinyaya yayilmistir (61).

Talasemi bir ya da daha ¢ok hemoglobin zincirinin sentez bozukluguyla giden
otozomal resesif kalitilan bir grup hastaliktir. [lk dominant kalitim ise irlandal1 bir
ailede tespit edilmistir (62). Her iki ebeveynin tasiyict oldugu durumda her bir
gebelikte fetiislin etkilenme olasilig1 %25°tir. Talasemiler sentezi bozuk olan globin
zincirine gore farkli isimlerle anilir. Alfa zincir sentez eksikligi varsa alfa talasemi,

beta zincir eksikligi varsa beta talasemi adini alir.

Beta talasemi tasiyiciligimin en fazla gorildiigii yerler siklik sirasina gore
Maldivler (%18), Kibris (%14), Sardinya (%10,3) ve Giineydogu Asya (%3-5)’dur.
Alfa talasemi ise Giineydogu Asya ve Cin’de niifusun %40°’1 oraniyla fazla miktarda
goriilmektedir, bu bolgelerde HbH hastaligi ve Hb Bart siklikla goriilmektedir.

Tirkiye’deki durum ise evlilik oncesi beta talasemi tasiyiciliginin saptanmasina
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yonelik testler yapilmasina ragmen {ilkemizde yine de yaklasik 1.300.000 talasemi
tastyicisi ve 4.500 kadar talasemi hastas1 bulunmaktadir (8,63).

2.2.1 Patogenez

Beta globin zincirlerinin azalmig iiretimi veya hig liretim olmamasi durumuna
beta talasemi hastaligi denir. Bu durumda alfa zincirlerinin bag yapacagi beta zincir
olmaz ve alfa zincirler birikmeye baglar. Biriken zincirler periferal eritrosit
membraninda oksidatif hasara ve hemolize neden olur (64,65). Kemik iliginde eritroid
prekiirsorlerde biriken alfa zincirler prematiir hiicre 6liimiine ve bdylece inefektif
eritropoeze ve olgunlasmamis hiicrelerin dolasima ge¢mesiyle dalagin sekil
degistirmis, kirllgan 6zellikteki bu hiicreleri yakalayip dolasimdan uzaklastirmasi da

yine anemi gelisimine katkida bulunur (Sekil 6) (65).

Reduced levels ol. Absence of %- lobin
B-globin chains (8°) chains B%

Membrane damage to

Precipitation in
erythroid precursors
within bone marrow

peripheral erythrocytes

Premature death of

& erythroid precursors

Haemolysis
Ineffective

erythropoiesis

Erythropoietin Iron absorption Blood
increased increased Transfusion

Bone marrow Iron loading in vital
expansion organs

Skeletal changes ~
Premature death
if left untreated

Sekil 6: p talaseminin patogenezi (64)
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Viicutta aneminin gelismesine tepki olarak eritropoetin (EPO) iiretimi artar.
Artan EPO kemik iliginde daha fazla eritroid dnciillerin liretilmesine neden olur, ancak
eritrosit olgunlasmasindaki kusur devam ettigi icin EPO’nun artis1 inefektif eritropoez
gelisimine katkida bulunur (65). EPO’nun artisi eritroid dnciilleri ireten kemik iliginin
fazla ¢alismasiyla birlikte kemiklerde biliylimeye bdylece iskelet kusurlarinin
olugmasina neden olur (Sekil 7). Buna ek olarak; gelisen anemi viicutta demir
emiliminin diizenleyicisi olan hepsidinin liretimini artirir. Artan demir emilimi viicutta

demirin birikmesine ve organ hasarlarina neden olur (64,65).

Sekil 7: Talasemi major hastalarinda kemik degisiklikleri (66)

2.2.2 Talasemi Siniflandirmasi
2.2.2.1 Alfa-Talasemiler

Alfa globin zincirlerinin azalmis liretimi veya hi¢ liretim olmamasi durumunda
ortaya ¢ikan talasemilerin bir alt grubudur. Insanlarda 16. kromozomun kisa kolunda
alfa globin gen bdolgesi bulunur. Alfa talasemide mutasyonlar ¢ogunlukla delesyon
seklindedir (61). Heterozigot mutasyon durumunda sessizken, homozigot durumda
hafif hipokromik anemi goriiliir. Alfa talasemilerde kronik anemi ve periferik hemoliz
patolojik durumu olusturur (61). Alfa globin zincirinin kag¢ tanesinin eksik olduguna

gore siiflandirma yapilir.
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Sessiz tasiyict (aa,0-): Dort alfa globin zincirinden sadece bir tanesinin silinmesi
sessiz tastyiciliga neden olur. Tek bir zincirdeki bu kusur tolere edilebilir ve anemiye

neden olmaz.

Alfa talasemi tasiyiciligi (ao,--) / (0-, a-): Dort alfa globin zincirinden iki tanesinin
silinmesiyle olusan klinik durumdur. Bu hastalarin ortalama eritrosit hacmi (MCV) ve

ortalama eritrosit hemoglobini (MCH) parametreleri genellikle etkilenir.

Hb H hastalig1 (0-,--): Ug globin bdlgesinde de etkilenme oldugunda ortaya ¢ikan ve
beta tetramerlerinin eritrosit i¢inde birikerek Heinz cisimcigini olusturdugu klinik

durumdur. Genellikle orta derecede hemolitik anemi, splenomegali gelisir.

Hb Bart’s hidrops fetalis (--,--): Alfa globin iiretiminin hi¢ olmamas1 fetal donemde
iiretilen gama zincirlerinin alfalarla birlesememesine bagli olarak kendi iclerinde
tetramerler olusturup birikmelerine neden olur (65). Anne karninda etkilenmenin

basladig1, rahim i¢i transfiizyona ihtiya¢ duyulan en agir alfa talasemi tipidir.
2.2.2.2 Beta Talasemiler

Beta gen bdlgesinde meydana gelen mutasyonlardan bazilar1 beta zincir
tiretimine hi¢ izin vermezken (0) bazilar1 bir miktar liretime izin verir (B+, B++) (65).

Beta talaseminin klinik siiflamasi:

Sessiz tastyict: Globin zincir sentezinde orta derecede azalma vardir. Hematolojik

testleri siklikla normaldir.

Talasemi mindr (tasiyici, heterozigot): Kirmizi hiicre dagilim genisligi (RDW)’nin

normal oldugu hafif mikrositer aneminin goriildigi tiptir.

Talasemi intermedia (homozigot): Klinigi beta talasemi major kadar agir olmayan
siklikla transfiizyon gerektirmeyen tiptir. Bazi stres durumlarinda enfeksiyon, cerrahi
vb. anemi goriilebilir. Bu hastalarda da artmis demir emilimiyle birlikte demir birikimi

goriilebilir.

Talasemi major (homozigot): Klinik takip gerektiren sik transfiizyon gereksinimi olan,
kemik degisikliklerinin ve demir birikim bulgularinin goriildiigii en agir tiptir. Klinik

bulgular 6 -24 ay civar1 baslar. Beta talasemi major ve intermedia tedavi ve takip
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acisindan ayriminin yapilmasi gereken iki gruptur. Tablo 1°de iki grup arasinda ayirt

edici 6zellikler tanimlanmastir.

Tablo 1: Beta Talasemi major ve beta talasemi intermediada ayirt edici klinik ve

laboratuvar ozellikler (8)

Beta talasemi
major

Beta
talasemi
intermedia

Tani (y1l)
Hb (g/dl)
Hepatomegali/splenomegali
Hb F (%)

Hb A2

Ebeveynler

Mutasyon tipi

<2

<7
Agir
>50

<4

Her ikisinde
de Hb A2
yuksek beta
talasemi

Agir

>2

8-10
Hafif-orta
>10-50

>4
Biri veya her
ikisi atipik

tasiyici

Hafif/sessiz
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2.2.3 Talasemilerin Laboratuvar Tanisi
2.2.3.1 Tarama ve Dogrulama Testleri

Tam kan sayimi, periferik yayma tantya yol gosterecek basit testlerdendir. Tam
kan sayimi ile hemoglobin, MCV ve MCH degerlendirilmektedir. Etkilenen hastalarda
mikrositoz, hipokromi, anizositoz, poikilositoz periferik yaymada tespit edilen
anormalliklerdendir. Bunun yaninda hemoglobin tiirii ve miktarin1 belirlemek i¢in
seliloz asetat elektroforezi, kapiller elektroforez veya yiiksek basingli sivi
kromatografisi kullanilabilir. Demir eksikligi anemisi, kronik hastalik anemisi gibi
hastaliklarla talasemilerin ayirict tamisinda demir, demir baglama kapasitesi,

transferrin ve ferritin gibi biyokimyasal parametreler de yol gosterici olmaktadir.

Beta globin geninde ortaya c¢ikan mutasyonlar molekiiler yontemlerden

polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), DNA dizi analizi gibi yontemlerle tespit edilir
(61).

2.2.3.2 Prenatal Tam

Talasemi hastaligiyla bas etmede en kritik asama hastaligr dnlemektir, talasemi
onlenebilir bir hastaliktir. Ciftlere evlilik oncesi tarama testleri yapilip aileler olasi
tastyicilik yoniinden bilgilendirilebilmektedir. Riskli ailelere genetik danigmanlik
verilmekte ve molekiiler testler yapilmaktadir. Genetik mutasyonu saptanan aileler
cocuk sahibi olmak istediklerinde prenatal danismanlik verilmekte, fetiisiin dogumdan

once amniyosentez, koryosentez ile fetal DNA analizi yapilmaktadir.

Talasemi majorlii hastalara tan1 konulduktan sonra komplikasyonlarin ve tedavi
izleminin yapilmas1 gerekmektedir. Tablo 2’de hastalarda tan1 aninda, aylik, yillik

hangi parametrelere bakilmasi gerektigi gosterilmektedir.

23



Tablo 2: Beta Talasemi majorlii hastalarin komplikasyon izlem plani (8)

Tamda Ayhk 3 ayda 6 ayda Yilhk Gerektigin
bir bir de
Hepatit Tan kan Boy, Kardiak: Endokrin: Hepatik:
belirleinile sayimi Agll’llk
ri Tele, sT4, TSH (>10y) Karaciger
EKG biyopsisi
HIV Sistemik Ferritin EKO OGTT (>10y)
muayene (gerekirse
)
HBV as1s1  Karaciger Kan Kemik yas1 ve
testleri sekeri kemik dansitesi
(yUksekse) (>10y)
Karaciger Bobrek, Puberte
testleri Karaciger degerlendirmesi
testleri (>10y)
Kan grubu FSH, LH,
(alt gruplar) Ostrodiol,
Testesteron

Mutasyon
Analizi

(gerekirse)
Kardiak:
Tele, EKG, EKO

Holter EKG
(gerekirse)

Kardiyak T2*MRI
(>10y)

Hepatik:
Karaciger MRI-R2
PZ, aPTZ

Hepatit viris
taramasi

G0z muayenesi

Dis muayenesi

Isitme testi
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2.2.4 Talasemilerde Tedavi

Agir anemisi olan 6zellikle beta talasemi major grubundaki hastalar tedaviye

ihtiya¢c duymaktadir. Tedavileri giincel ve kiiratif tedaviler olarak ikiye ayirabiliriz.

1.Giincel tedaviler: eritrosit transfiizyonu, demir selasyon tedavisi,

splenektomi ve komplikasyonlarin izlem ve tedavisidir.

2. Kiiratif tedavi: uzun zamandir tek kiiratif tedavi secenegi kok hiicre
transplantasyonudur. Bunun yaninda son zamanlarda gen terapisi giindeme

gelmeye baglamistir (7).

2.2.4.1 Eritrosit Transfiizyonu

Periferal eritrosit hiicrelerinde beta zincir eksikligiyle birlikte biriken alfa globin
zincirlerin neden oldugu membran hasar1 ve hemolize, kemik iliginde inefektif
eritropoezin de eklenmesiyle anemi gelisir. Intra-extramediiller eritropoezi
baskilamak, hemoglobini belli diizeylerde tutmak ve doku oksijenlenmesini saglamak
icin hastalara eritrosit transflizyonu yapilmahdir (8,64). Hastanin tekrarlayan
transflizyonlarin yan etkilerinden en az sekilde etkilenmesini saglamak ayni zamanda
hastaliktan kaynaklanan anemiyi ve buna baglh degisiklikleri ortadan kaldirmak i¢in

yapilacak olan transfiizyonun Tablo 3’teki ilkelere uymasi1 gerekmektedir.
Transfiizyon kriterleri: (8)

e Hemoglobini diisiirecek ek faktér olmadan 7g/dI’in altina diistiiglinde,
e Hemoglobin seviyesinden bagimsiz splenomegali, iskelet anomalileri,

bliytime gelisme geriligi olan hastalarda transflizyona baslanmalidir.

Beta talasemi majorlii hastalarda hemoglobin diizeyi 9-10 g/dl’nin altina
inmeyecek sekilde siklikla 3-4 hafta araliklarla transfiizyon yapilmalidir. Miimkiin

oldugunca geng eritrositlerin (7 giinden kisa) verilmesi 6nerilmektedir.
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Tablo 3: Beta talasemi majorlii hastalarda eritrosit transfiizyon ilkeleri (8)

Hemoglobin dizeyi

Transflizyon 6ncesi 9-10 g/dl olmali, transfiizyon
sonrast Hb 15 g/dI’yi asmamalidir

Transflizyon hizi 4-5 ml/kg/saati gegcmemelidir. Ozellikle kardiyak
sorunu olan hastalarda voliim yiku dikkate
alimmalidir.

Transflizyon miktari 10-20 mi/kg

Transfiizyon siklig1

Transflizyon drini

stispansiyonu

3-4 hafta araliklarla

Lokositi azaltilmis (<1x10%iinite) eritrosit

ANTI-
APOPTOTIC

ACTIVATION

HIGH IRON
ABSORPTION

cn Capsase
activation

Geometric
Instabitity

||

Upid
peraxidation

Lysosomal

Collagen
fragility

syrithesis

FIBROSIS

Sekil 8: Demir yiiklenmesinin toksik etkilerine iliskin mekanizmalarin 6zeti (64)
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2.2.4.2 Demir Selasyon Tedavisi

Talasemide demir birikimine neden olan mekanizmalardan biri anemiye bagl
hepsidinin baskilanmasi ve artan demir emilimi, ikinci olarak da sik transfiizyonlarla

demir aliminin artmasidir. Demir kalp, karaciger, sinir sistemindeki hiicrelerde birikir.

Demir bagli halde bulunmadig: siirece serbest radikal olusumuna neden olarak
lipid membranlara, organellere, DNA’ya toksik etkilidir (Sekil 8). Normal sartlarda
demir transferrine ve ferritine bagl halde viicutta tutulur, ancak asir1 demir yiikiinde
demir baglama kapasitesi asilarak serbest demir ortaya ¢ikar. Serbest demir
selasyonlarla azaltilmadig: stirece biitlin hiicrelere toksik etkiler gostererek oliimciil
sonuclar dogurabilir (64). Selasyon tedavisinin amaci serbest radikal olusuma neden

olabilecek demirin viicutta birikiminin 6nlenmesidir.

Selasyona baslama karar1 diizenli kan transfiizyonunun ilk yilin1 doldurdugunda
ve/veya 12-15 transflizyon yapildiktan sonra ve/veya serum ferritini 1000 ng/ml’ye
ulastiginda verilmesi Onerilmektedir. Serum ferritin takibiyle, karaciger demir yiikii
biyopsi veya MR ile belirlenerek, kardiyak demir yiikii yine MR ile tespit edilerek
demir yiikii takibi yapilabilir.
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Tablo 4: Selasyon tedavisinin izlenmesinde serum ferritinin kullanimi (64)

Avantajlar

Dezavantajlar

Tekrar tekrar
degerlendirilmesi kolay

Ucuz

Tekrarlanan orneklerle
trend tanimlamasi
mUmkadndar

Uzun vadeli kontrol sonuca
bagl

Demir seviyeleri
diistiiglinde doz ayarlamasi
icin yararlidir

Mutasyon Analizi

Demir yiikiiniin dolayl
tahmini

Inflamasyonla artis

Demir dengesini
dogrudan belirleyemez

Yuksek demir yukiine
dogrusal olmayan tepki

Azalmanin olmamasi
tepkiyi diglamaz

Demir yiikiiyle iliskisi

selatlayiciya gore
degisir

LIC ile iligki farkli
hastaliklarda farklilik
gOsterir

LIC, liver iron concentration

Serum ferritini: En az 3 ayda bir olgiiliir ve hedef 500-1000 ng/dl arasinda
tutulmaya caligilir. Ancak ferritin demir yiikiinii indirekt olarak gosterir, bunun
yaninda akut faz reaktani oldugu i¢in inflamatuvar-enfeksiy6z durumlardan etkilenir.
Serum ferritin 6l¢iimii direkt olarak tedaviye cevabi veremez. Serum ferritinin
izleminde kullanilmasindaki Tablo 4’de

selasyon avantaj ve dezavantajlar

Ozetlenmektedir.

Karaciger demir yiikii 6l¢limii: Tiim hastalarin her yil bir defa veya karaciger
demir konsantrasyonu >15 mg/g ise alt1 ayda bir, R2 veya T2 sekanslarinda MRI
kullanilarak demir birikimi indirekt olarak ol¢tilebilir (67). Superconducting quantum
interference device (SQUID) kullanilarak da karaciger demir yiikii non-invaziv direkt

olarak Olciilebilir. Ancak bu yontem uygulanmasi zor ve pahali bir tekniktir. Demir
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birikiminin tespitinde altin standart yontem karaciger biyopsisidir. Ancak invaziv bir
islem olmas1 ve uygulamasinin tecriibe gerektirip zor bir islem olmasi nedeniyle
pratikte Onerilmemektedir, genelde transplant Oncesi hastalarda veya siroz
degerlendirmesi gibi durumlarda yapilmaktadir (8,67). Talasemi hastalarinda demir
birikimini gosteren iki teknik arasinda avantaj ve dezavantajlar Tablo 5°de

listelenmektedir.

Kardiyak demir ytikii 6l¢timii: Kalpteki demir birikimi gostermek i¢in kullanilan

T2 sekansli MR kardiyak demir yiikiinii gésteren altin standart yontemdir (67).

Tablo 5: MRG ve biyopsi ile karaciger demir konsantrasyon tespitinin
gerekcesi, avantajlar1 ve dezavantajlari (64)

Avantajlar

Dezavantajlar

Vicut demirinin en glvenilir
tahminini verir

Demir dengesinin (LIC degisimi)
hesaplanmasina olanak saglar

Uzun vadeli LIC kontroll prognoza
bagl

LIC inflamasyondan etkilenmez
(SF'nin aksine)

Biyopsi karaciger hasarinin
derecesini gosterir

MRI non-invaziv ve iyi hasta kabull

MRI yontemi farkli merkezlerde
gercekten kurulabilir ve
standartlastirilabilir

Pahali (biyopsi veya MRl ile)

SF kadar sik tekrarlanamaz (MRl ile
maliyet veya biyopsi ile rahatsizlik)

Selath hastalarda LIC kardiyak
demirin dngorucusu olarak glvenilir
degildir

biyopsi komplikasyon riskleri (uzman
merkezlerde diisiik)

ornekleme artefaktindan etkilenen
biyopsi yontemi

MRI ydntemi evrensel olarak mevcut
degildir
MRI yontemi harici dogrulama

gerektirir

30 mg/g kuru agirlik LIC'nin iistiinde
MRI tespiti giivenilir degildir

LIC, liver iron concentration; MRI, magnetic resonance imaging; SF, serum ferritin
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Demir selatorlerinin tasarimi klasik olarak, demir birikiminin ana bolgelerine
etki ederek ve boylece plazma ve interstisyel sividaki metal seviyelerini dolayli olarak
azaltarak viicuttaki demir yiikiinii azaltmay1 amaglayan ajanlara odaklanmistir. Bu
tasarima uyan ajanlar, her ikisi de dogrudan karaciger demirine etki eden ve onu safra
yoluyla digar1 atan desferrioksamin (DFO) ve ICL670 ile goriiniise gore karacigerden
demir ¢ikaran ancak idrar yoluyla salgilanmak iizere plazmaya tagiyan deferiprondur
(tek basina veya DFO ile birlikte kullanilir). Ancak, DFO ve deferipron gibi
selatdrlerin labil plazma demirini (LPI)'yi azaltabilecegi diger yol, LPI'nin dogrudan
yakalanmasi ve boylece demir asir1 yliklenmis hastalarin organlarina (kalp gibi) demir
girisinin Onlenmesidir. Boyle bir strateji i¢in, giiniin ¢ogu saatinde plazma selasyon
aktivitesinin sabit bazal seviyesini korumaya ihtiyag¢ duyulabilir. Ugiincii bir selator
etki modu, selatoriin kalp veya pankreas gibi ekstrahepatik dokulara niifuz etme ve
bdylece biriken demirle iliskili sitotoksik aktiviteyi notralize etme yetenegine dayanir.
Deferipron ve ICL670 goriiniise gore bu kategoriye uyuyor, ancak selatlarin
hiicrelerden ¢ikma kapasitesi muhtemelen iki ajan arasinda 6énemli 6lgiide farklilik
gosteriyor. Ayni ilaglara veya bunlarin kombinasyonuna dayali olsun, {i¢ selasyon

modunu gosteren ajanlar veya rejimlerle en iyi sonuglarin elde edilmesi bekleniyor.
Selasyon tedavisi i¢in birden ¢ok yaklasim kullanilmaktadir (7,67).

Koruyucu tedavi: Kan transfiizyonlartyla alinan demir diizeyinin sik ve yakin
takiplerle kontrol altinda tutularak toksik diizeylere ulagsmadan tedavisinin yapilip

dengeli bir seviyeye gelmesi amaglanmaktadir.

Kurtarma tedavisi: Toksik diizeylere ulasan demirin hizla viicuttan uzaklastirilma

yaklasimudar. Ikili selatdr tedavileriyle kurtarma tedavisi yapilabilir.

Acil tedavi: Yogun selasyonla demir atiliminin saglanmasi gereken, demir yiikiine

bagl kardiyak yetmezlik gelisen hastalarda uygulanan tedavidir.

Tedavide doz ayarlamasi viicut demiri takip edilerek yapilir. Asirt ve/veya
yetersiz selasyondan kaginilmalidir (7). Asir1 selasyon tedavisi selatoriin yan etkilerine
maruziyeti artirir. Demir selatorleri kararsiz demir havuzundaki demirle daha hizlhi

etkilesime girer ve depolanan demirlere gore dolasimdan daha hizli uzaklastirir (64).
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Ulkemizde demir selatorii olarak sik kullanilan ilaglarin 6zellikleri Tablo 6’da
gosterilmektedir. Biitlin selatdrler i¢in de takipte ferritin diizeyleri dnemlidir. Serum
ferritini 1000 pg/L altina diisiince doz azaltilmali, 500 pg/L altina diiserse ¢ok diisiik
doz kullanilmal1 veya kesilmelidir. Kalpte demir birikimi fazla olan hastalarda en etkin

tedavi deferiprondur (67).
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Tablo 6: Beta talasemi tedavisinde kullamilan demir selatorlerinin

karsilastirilmasi (8)

DFO DFP DFX
Doz 25-60 75-100 20-40
mg/kg/gln mg/kg/gin mg/kg/gin
Yas >2 yas >2 yag (6 yas  >2vyas
altinda
deneyim
sinirli)
Uygulama PE (SK,1V) Oral (tablet-  Oral (suda
8-12 saat, 5- susp.) ¢6ziinen
7 g/hafta 3 dozda tablet)
tek dozda
Yarilanma 6mrii 20-30 dk 3-4 saat 8-16 saat
Atilim Idrar-Diski  Idrar Diski
Yan etki Lokal Gastrointesti ~ Gastrointesti
reaksiyonlar, nal nal
oftalmolojik, bozukluklar,  bozukluklar,
isitsel, agranilositoz  dokuntd,
blylmede /nétropeni, hafif
gecikme, artralji ilerleyici
alerjik olmayan
kreatinin
artisi,
oftalmolojik,
isitsel
Maliyet Yiiksek Diisiik Diigiik
Izlem Yilda bir kez Haftalik tam  Ayda bir kez
isitsel ve kan sayimi serum
gorsel 6lcim  ve aylik ALT  Kreatinin,
6lglimi ALT, Total,
direkt
bilirubin ve
hemogram
tayini
Lisans FDA+ FDA- FDA+

ALT:; alanin aminotransferaz, 1V;: intravenéz, SK; subkutan, DFO; desferrioksamin, DFP;
Deferipron, DFX; deferasiroks
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2.2.4.3 Splenektomi

Transfiizyona bagimli olmayan talasemi hastalarinda periferal eritrositlerde
biriken globin zincirlerinin membranda hasar olusturmasi iizerine sekil bozuklugu olan
eritrositlerin dalakta tutulup imha edilmesi dalagin fazla ¢alismasi ve biiylimesine
neden olur. Transfiizyona bagimli olmayan talasemide splenektomiye daha sik ihtiyag¢
duyulur. Transfiizyona bagimli talasemililerde dalakta artmis eritrosit yikimini
Oonlemek ve transfiizyon ihtiyacin1 azaltarak demir birikimini Onlemek amaciyla
splenektomi yapilir. Ancak transfiizyona bagimli talasemi hastalarinda giincel
transfiizyon rejimlerine uyum saglandigi takdirde dalagin biiyiimesi engellenmis olur

boylece splenektomiye nadiren gerek duyulur (67).

Ulusal ve uluslararasi kilavuzlarda ciddi komplikasyonlarin gelisme riskiden
dolay1 splenektomi rutin bir prosediir degil ¢ok gerekli oldugu birka¢ endikasyon
durumunda yapilan bir uygulamadir (64,67). Splenektominin endike oldugu durumlar:
200-275 ml/kg/y1l iizerinde c¢ikan kan gereksinimi, hipersplenizmi gdsteren
sitopeniler, semptomatik splenomegali. Splenektomi sonrasi hastalar gelisebilecek

komplikasyonlar yoniinden izlem altinda olmalidir.
2.2.4.4 Kok Hiicre Transplantasyonu

Halen etkinligi kanitlanmis tek kiiratif tedavi secenegidir (8,64). Kok hiicre
naklinde en 1yi sonug talaseminin erken doneminde heniiz demir birikimine bagh

organ hasar1 baglamadan yapilmasidir (8).
2.2.4.5 Gen Terapisi

Hematopoetik kok hiicre genomu manipiile edilerek mutasyona ugramis genlerin
yetersiz veya hatali islevini telafi etmeyi amaclamaktadir (64). Kok hiicre naklinin
sadece 1yl uyumlu dondre sahip geng¢ hastalarla sinirli olmasi ve nakille iliskili
komplikasyonlar1 onlemek ve tedavi etmek icin uzun sliren immun baskilama
gerekliligi uygulanmasini kisitlamaktadir. Tedavi edici genin saglikli bir kopyasinin
viral vektorler kullanilarak hiicrelere yerlestirilmesi yoluyla gen eklenmesi ya da
hastalik yapan geni yerinde onaran veya yonlendirilmis bir mutasyon yoluyla gen

diizenlemesi yapmak gen terapisinin uygulama alanlaridir (64).
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2.2.5 Uzun Donem Saghk Problemleri
2.2.5.1 Kardiyovaskiiler Sistem

Kardiyovaskiiler komplikasyonlar talasemi hastalarinda 6nde gelen O6liim
nedenidir (64,67). Kardiyak komplikasyonlarin ana nedeni kardiyak demir birikimidir.
Hastalik nedeniyle gelisen anemiyi tedavi etmek amaciyla sik yapilan transfiizyonun
viicutta olusturdugu demir yiikii kardiyomiyopatiye neden olur (Sekil 9). Diger
karsilagilan problemler ritim bozukluklari, pulmoner hipertansiyon, kalp yetmezligi,

kapak hastaliklari, perikardit ve miyokarditi icerir (Sekil 10).

Haemglobin
defect

Pulmonary
disease

Pulmonary Ventricular .

J

) v
: Thrombo-

High output Vascular
iron overload discrders
—

Sekil 9: Talasemi hastalarinda kardiovaskiiler komplikasyonlarin patogenezi (64)
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Abnormal mechanical
forcers

Pulmonary artery

. Hypoxaemia
circumferential stress ypoxae

Putmonary

Restrictive lung Nitror s 85
usi

disease

T LA pressure

-

Sekil 10: Talasemi hastalarinda pulmoner hipertansiyona neden olan mekanizma

(64)

2.2.5.2 Karaciger

Sik transflizyonlarla viicuda giren fazla miktardaki demir dnce makrofajlarda
daha sonra hepatositlerde birikir. Inefektif eritropoezin neden oldugu EPO salgist
bobrekle birlikte karacigerde gergeklestirilir. EPO iiretimi hepsidinin baskilanmasina
boylece demirin daha fazla emilimine katki saglar. Asilan demir depolart plazmada
transferrine bagli olmayan demirin ortaya ¢ikmasina neden olur. Bu serbest demir
reaktif oksijen tiirlerinin olusumuna katki saglayarak karaciger hiicrelerinde

inflamasyon, nekroz, fibroza yol agar (Sekil 11).
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Hypoxia Exceeded ferritin
Irom absorption HCV iron slorage
capacity

inflammation

Fibrosis
— oo

Enterocyte 1 Plasmas HCC

ron

Sekil 11: Talasemi hastalarinda demir birikiminin karacigere etkileri (64)
2.2.5.3 Biiyiime-Gelisme

Talasemi hastalarinda kronik anemi, selasyon tedavisinin toksik etkileri ve
viicutta biriken demirin toksik etkileri biiylime-gelismeyi etkileyen faktorlerdir. Bunun
disinda endokrin organlarin da hastalik nedeniyle etkilenmesiyle hipotiroidi, biiylime
hormonu eksikligi, ¢cinko eksikligi, kronik karaciger hastaligi ve psikososyal stres de

katkida bulunur (Sekil 12).

Anaemia
(hypoxia)

Absent/
Iron overload abnormal
puberty

Skeletal dysplasia =
Desferrioxamine Emouonal
toxicity Disturbance

Growth hormone o
deficiency Hypothyroidism
Nutrition/Zinc
dcficicncg/ Chronic
Liver Disease

Sekil 12: Talasemi hastalarinda biiyiime-gelismeyi etkileyen kisa boya sebep olan
faktorler (64)
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2.2.5.4 Endokrin Sistem

Demir yiikiiyle iligkili olarak gecikmis puberte, hipogonadizm, hipotiroidizm,
diabetes mellitus geligebilir (Sekil 13). Adrenal yetmezlik nadir gelisir. Hastalara
taniyla birlikte ve sonrasinda 3 aylik araliklarla boy, kilo, pubertal gelisim, tiroid

fonksiyon testleri degerlendirilmelidir.

Gemotype Viral
LTTCs Infections

Anaemia

Iron overload

v A"

A 4

Sekil 13: Talasemi hastalarinda endokrin sistem komplikasyonlarinin

Parathyroids

etyopatogenezi (64)
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2.2.5.5 Kemik-iskelet Sistemi

Kemik olusumunun azalmasi ve yikiminin artmasi dengesiz bir kemik
doniistimiine ve kemik kirilganliginin artmasina neden olur. Bunun yaninda kemik
iligindeki etkisiz eritropoez kemiklerin genislemesine ve sekil bozukluguna neden
olur. Demir birikiminin kemikteki direkt etkisi osteoid olgunlasmasi iizerinedir.
Osteoid mineralizasyonunu engeller. Hastaligin yaptigi kemik deformasyonlarina ek
olarak demir selatorlerinin de kemik-iskelet sistemine yan etkileri vardir. Bu ajanlar
osteoblast iiretimini engeller ve apoptozunu destekler. Ozellikle desferoksamin kisa

boy ve uzun kemiklerde displazik degisikliklere neden olabilir.
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3. YONTEM VE GERECLER

3.1 GEREKLI MATERYALLER
3.1.1 Kimyasallar ve Kullanilan Diger Malzemeler
K2 EDTA’ 1 tiip (3 ml )

Jelli biyokimya tiipii (Sml)

200 ul ve 1000 ul pipet ucu
Ependorf

Sodyum klorid

Distile su

Kloroform

Etanol

Askorbik asit

Asetik asit

Sodyum asetat-3-hidrat

Ferrozin  (Sigma—Aldrich 82950, monosodium

phenylsulphonic acid)-1,2,4-triazine)
Ammonium iron (II) sulfate hexahydrate
3.1.2 Cihazlar

Vortex (Termolyne Maxi Mix II)
Santrifiij cihaz1 (Hettich EBA -12R)
Santrifiij cithaz1 (Hettich Universal 320)
- 80 °C derin dondurucu

-20 °C derin dondurucu

Otomatik pipet (Socorex/ Acura 825)
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Distile su cihaz1 (Elga/Purelab Optiong-DV25)
pH metre (Hanna)

Siemens Advia 1800

Siemens Advia 21201

Siemens Atellica-4 IM/CH-HOR-1-2

Siemens Atellica-5 IM/CH-HOR-1-2
Atellica-5 IM/CH-BIO-1-2,

Chemistry XPT1

3.2 Hasta ve Kontrol Gruplarimin Ozellikleri

Calismamizda 70 saglikli bireyden olusan kontrol grubu ve 70 B-talasemi major
hastasin1 iceren talasemi hasta grubu olmak {izere iki grup bulunmaktadir. Grup
sayilar1 G-Power programi ile etki biiytikliigii 0,6 hata pay1 0,05 ve %95 giiven araligi
referans alinarak belirlenmistir. Bu ¢alismaya katilimcilar; Kasim-Aralik 2024 tarihleri
arasinda Ankara Bilkent Sehir Hastanesi Pediatri poliklinigine bagvuran 10-35 yas
arast beta talasemi major hastalifina sahip kisiler arasindan sec¢ilmistir. Kontrol
grubuna Ankara Bilkent Sehir Hastanesi Aile Hekimligi poliklinigine 10-35 yas arasi
genel muayeneye gelen saglikli kisiler dahil edilmistir. Calisma prospektif kesitsel bir
arastirmadir. Calismaya katilmay1 kabul eden tiim katilimcilara ve velilerine ¢calismay1
anlatan bilgilendirilmis goniillii onam formu verilip okutulmus ve imzali onaylar
alinmistir. Calisma protokolii Ankara Bilkent Sehir Hastanesi 1 no’lu Tibbi
Arastirmalar Bilimsel ve Etik Degerlendirme Kurulu'ndan ge¢mis ve tiim hastalardan

bilgilendirilmis yazili onam alinmistir (TABED 1-24-642).
3.2.1. p-Talasemi Major Hasta Grubu

Beta talasemi tan1 ve tedavi kilavuzlarina uygun olarak tam kan sayimu, periferik
yayma, hemoglobin elektroforezi ve/veya genetik testler sonucu beta talasemi major
tanis1 almis olan 10-35 yas arasi hastalardan olusturuldu. Hastalarin tamami diizenli

kan transflizyonu almaktadir. Talasemi hasta grubunda bulunan 70 hastadan 23
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tanesinin kan 6rnegi transfiizyondan hemen sonra alindigi i¢in bu hastalar ¢calismadan
dislanmigtir. Boylece c¢alismaya dahil edilen talasemi hastalari 47 bireyden
olusmaktadir. Hastalardan 37 tanesi selasyon amagh ilag tedavisi alirken 10 tanesi
herhangi bir ila¢ kullanmamaktadir. Selasyon amagh ila¢ kullanan hastalardan 27
tanesi deferasiroks, 2 tanesi deferipron, 8 tanesi de hem deferasiroks hem deferipron
tedavisi almaktadir. Hastalarin kan 6rnekleri son yapilan transflizyon isleminden en az

3 hafta gectikten sonra alinmistur.
Calismadaki Dislama Kriterleri

1. Transfiizyon isleminden hemen sonra alinmis olan numuneler

2. Talasemi intermedia hastalar1

3. Laboratuvara ulagan tam kan sayimi numunesinin yetersiz olan bireyler
4

. Yeni gegirilmis enfeksiyon bulgusu veya aktif enfeksiyonu olan bireyler
3.2.2. Kontrol Grubu

Kontrol grubu, Ankara Bilkent Sehir Hastanesi Aile Hekimligi poliklinigine
genel muayene i¢in basvuran, kronik hastaligi ve diizenli ila¢ kullanimi olmayan,
serum demir, serum ferritin ve hemoglobini referans aralik i¢inde bulunan 10-35 yas
arast bireylerden olusturuldu. Calismaya katilan 70 saglikli bireyden 17 tanesinin
numune miktarinin yetersiz olmasindan dolay1 c¢alismadan c¢ikarilmistir. Boylece

saglikli kontrol grubunda 53 birey ¢aligmaya dahil edilmistir.
Calismadaki Diglama Kriterleri

1. Serum ferritin, serum demir ve hemoglobin diizeyleri referans aralik disinda
olan bireyler

2. Mevcut ek hastaligi, yeni gecirilmis enfeksiyon bulgusu veya aktif enfeksiyonu
olan bireyler

3. Laboratuvara ulagan tam kan sayimi numunesi yetersiz olan bireyler
3.3 Kan Orneklerinin Toplanmasi ve Saklanmasi

Ankara Bilkent Sehir Hastanesi Pediatri ve Aile Hekimligi kliniklerine bagvuran
katilimcilardan rutin analizleri i¢in alinan Etilendiamintetraasetik asit (EDTA)’1i tam

kan ve sar1 kapakli tiipe alinan biyokimya-hormon kanlar1 laboratuvara ulagtiginda
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belirlenen katilimcilarin ornekleri secilmis ve tam kan numunelerine 6n islemler
yapilmigtir. Talasemi grubunda yer alan katilimecilarin rutin izlemlerinde viicutta
biriken demir diizeyini belirlemek ve transfiizyon ihtiyacina karar vermek i¢in serum
ferritin istemi ve anemi dilizeyini degerlendirmek i¢in tam kan sayimi istemi
yapilmaktadir. Hem talasemi grubundakiler hem de saglikli goniillilerin rutin
istemlerinde yer alan tam kan sayimi1 i¢cin mor kapakli tiipe alinan numuneler segilerek
on islemler yapilmistir. On islemler sonrasinda numuneler analize kadar -80 °C derin

dondurucuda saklanmustir.
3.4 Rutin Tetkiklerde Yapilan Analizler

Talasemi hastalarinin aylik rutin kontrollerinde yapilan tam kan sayimi ile
hemoglobin diizeyi, ¢ ayda bir yapilan tetkiklerinde ferritin diizeyi
degerlendirilmektedir. Saglikli goniilliilerde yine tam kan sayimi, demir, ferritin
parametreleri istenen orneklerden calisilmistir. Bu analizlerin tamami Ankara Bilkent
Sehir Hastanesi Merkez Laboratuvarinda Siemens firmasi kitleri ile otomatik

analizorlerle yapilmistir.

Katilimcilarin mor kapakli tiipe alinan tam kan sayimi (CBC) numunelerinden
eritrosit, hemoglobin, hematokrit, MCV, MCH, MCHC ve RDW parametreleri
caligilmistir.

e Tam kan sayim1 (CBC) Siemens Advia 21201 (Siemens Healthcare, Tarrytown,
USA) eritrosit ve MCV optik laser scatter yontemi analiz edilir. Hemoglobin
siyaniir icermeyen Ol¢iim methodu ile spektrofotometrik olarak oSlgiiliirken
RDW eritrosit histogramlarindan elde edilir. Hematokrit, MCH ve MCHC
parametreleri ise hesaplanan parametrelerdir.

e Serum demiri Siemens Advia 1800 (Siemens Healthcare, Tarrytown, USA),
Atellica-5 IM/CH-BIO-1 (Siemens Healthcare, Tarrytown, USA), Atellica-5
IM/CH-BIO-2 (Siemens Healthcare, Tarrytown, USA), Chemistry XPT1
(Siemens Healthcare, Tarrytown, USA) otomatik analizdrleriyle kolorimetrik
yontemle ol¢lilmiistiir.

e Serum ferritini; Siemens Atellica-4 IM/CH-HOR-1-2 (Siemens Healthcare,
Tarrytown, USA), Siemens Atellica-5 IM/CH-HOR-1-2 (Siemens Healthcare,
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Tarrytown, USA) otomatik analizdrleri ile kemiliiminometrik iki bdlgeli

sandvi¢c immunoassay ile ol¢lilmiistiir.

3.5 Analiz Oncesi Yapilan On Islemler

EDTA’l tiipe alinan tam kan numunesi 1.500 g’de 10 dk santrifiij edilerek
plazma kismi atildi ve atilan kisma esit miktarda serum fizyolojik (%0,9 NaCl)
eklenerek lic kez yikama islemi gergeklestirildi. Son yikamanin ardindan atilan
slipernatant kisminin yerine esit miktarda distile su eklenerek -20 °C derin
dondurucuda 2 saat bekletilerek eritrositlerin tamamen lizise ugramasi ve hemolizat
eldesi saglandi. Hemolizat eldesi Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisti (CLSI)
Degerlendirme Protokolii 7 (EP7) (68) esas alinarak hazirlandi.

3.6 Eritrosit Ici Non-Hem Demir Olciimii

Hemolizat eldesinin ardindan yapilan 6l¢lim prosediirii iki asamadan olugmaktadir.

1. Hemolizat icerisindeki hem grubunu igeren proteinlerinin uzaklastirilmasi

2. Hemoglobine bagli olmayan (non-hem) demir dl¢timiiniin ger¢eklestirilmesi

Hemolizattan 500 pl alindi, tizerine 300 pl kloroform ve sonrasinda 500 pl etanol
ependorfa eklendi. Elde edilen bu karisim vortekslenip ardindan 12000 g’de 10 dk
santrifij edildi. Bu islem sonucunda hemolizat igerisindeki hemoproteinler
(hemoglobin vb.) ¢oktirtldi (69). Numunenin iist kismindaki siipernatant, non-hem
demir diizeyinin 6l¢iilmesi amaciyla ayrildi ve -80 °C derin dondurucuda analize kadar
saklandi.

Serum demir Ol¢iimii i¢in kullandigimiz geleneksel yontem ferrozin bazlh
kolorimetrik 6l¢iim esasina dayanir. Numunede bulunan hemoglobine bagli olmayan
ferrik iyon sodyum askorbatin bulundugu ortamda ferréz forma indirgenir. Daha sonra
571/658 nm’de absorbe edilen renkli bir kromofor olusturmak i¢in ferrozinle
birlestirilir (70-73). Otomatik analizérde eritrosit iginde hemoglobine bagli olmayan
demir miktar1 Olglildii ve bu parametre katilimcilar arasinda standardizasyon

saglanmasi agisindan katilimcilarin hemoglobinlerine oranlanarak sonug verildi.
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Bu calismada ferrozin bazli kolorimetrik serum demir 6l¢iim yonteminde minor
modifikasyonlar yapilarak eritrosit i¢ci non-hem demir Ol¢iimii gergeklestirildi.
Geleneksel olarak demir ol¢iimii i¢in kullanilan valide ve verifiye edilmis kitle

calisiimustir.

3.7 istatistiksel Degerlendirme

Aragtirilan parametrelerin dagiliminin normalligi Shapiro-Wilk/Kolmogorov-
Smirnov testi kullanilarak degerlendirildi. Kategorik degiskenler ylizde ve frekans
olarak, normal dagilima sahip siirekli degiskenler ortalama ve standart sapma olarak
ve normal dagilima sahip olmayan degiskenler medyan ve min-max degerleri olarak

sunuldu.

Normal dagilima sahip nicel degiskenleri karsilastirmak i¢in bagimsiz érneklem
T testi kullanilirken, normal dagilima sahip olmayan verileri karsilagtirmak i¢in Mann-
Whitney U testi kullanildi. Standardize eritrosit i¢i non-hem demir diizeyinin normal
dagilima uyan parametrelerle iligskisini degerlendirmek i¢in Pearson korelasyon
analizi, normal dagilima uygun olmayan parametrelerle iligkisini degerlendirmek i¢in
Spearman korelasyon analizi yapildi. Tiim tahminler i¢in 0,05'ten kiiciik bir p degeri
istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Istatistiksel hesaplamalar igin SPSS yazilimi

Ver. 22.0 kullanild1 (SPSS Inc., Chicago, IL, ABD).

4. BULGULAR

4.1 Geleneksel Demir Ol¢iim Yéntemine Uygulanan Minér Modifikasyonlar

Rutin serum demir Slgiimlerinden daha diisiik diizeylerde demiri Olgebilmek icin

modifikasyonlar yapildi.
4.1.1 Aplikasyonda Yapilan Degisiklik

Geleneksel serum demiri Glglim yOnteminin eritrosit icindeki daha diisiik demir
diizeylerinde hassas 0l¢lim yapabilmesi i¢in modifiye edilen parametreleri Tablo 7°de

gosterilmektedir.
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Tablo 7: Geleneksel Serum Demir Ol¢iim Yontemi (70,72) ve Modifiye Edilen
Eritrosit I¢i Non-Hem Demir Ol¢iim Yéntemi Arasindaki Farklar

R1 hacmi 80 80
R2 hacmi 16 16
Reaksiyon 6rnek hacmi 25 25
Dilie edilecek 6rnek hacmi | 30 0
Diliisyon hacmi 120 0
Reaktif icerikleri
RI: Asetat Asetat
Tamponu ' Tamponu
ASkorbik Asit - A oy orbik Asit
Guanidium
R2: Klorid Ferrozin
Askorbik Asit
Guanidium
Klorid

4.1.2 Linearite (Dogrusallik)

Linearitenin iist smir1 40,8 umol/L olarak 6lgiilmiistiir. Regresyon analizinde r>
degeri 0,93; egim (slop) 0,001 olarak bulunmustur. Rutin serum demir
Ol¢timlerinden daha diisiik diizeylerde demirin dogrusal olarak dl¢tildiiglinti agik
sekilde gosterebilmek i¢in farkli konsantrasyonlardaki demir diizeylerine ait

linearite grafikleri ¢izilmistir (Sekil 14).
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Sekil 14: Eritrosit ici non-hem demir 6l¢ciim yontemi linearite grafigi

4.1.3 Saptama Sinir1 (Detection Limit):

Metodun saptama siniri, sifir kalibrator (deiyonize su) 10 kez Olciilerek belirlendi.
Sonuglar; ortalama + standart sapma (SD) seklinde; 0,0165 + 0,0138 pg/dl olarak
bulunmustur. Klinik Kimya ve Laboratuvar Tibbi dergisinin yayinladigi 6neriler
dikkate alinarak saptama smir1 (LOD)= 3,3xSD ve kantitasyon siirt (LOQ)=
10xSD formiilleri kullanilarak sirasiyla 0,04554 pg/dl ve 0,138 pg/dl olarak
hesaplanmistir (74).

4.1.4 Kesinlik Calismasi

Tekrarlanabilirlik calismasi icin diisiik, orta, yiiksek seviyelerde eritrosit i¢i non-
hem demir igeren Ornekler giin i¢inde 20 kez analiz edilerek ortalama ve standart
sapma verileri hesaplanmistir (Tablo 8) (75,76). Bu verilere gore hesaplanan

varyasyon katsayist (CV) %10’nun altinda bulunmustur.
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Tablo 8: Diisiik, orta ve yiiksek seviyelerdeki eritrosit ici non-hem demir
olciimlerinin Kesinlik/tekrarlanabilirlik sonuclar:

Yiiksek 20 19,3 +1,77 %9,2
Orta 20 14,1 + 0,88 %6,3
Diisiik 20 6.8 +0,31 %4,7

CV: Varyasyon katsayisi

Calismamiza 140 goniillii birey katilmistir. Bunlardan 70 tanesi B-talasemi major
hasta grubunda, 70 tanesi de saglikli kontrol grubunda yer almaktadir. Talasemi hasta
grubuna genetik tan1 veya elektroforez, tam kan sayimi, periferik yayma gibi testlerle
hasta dahil edilmistir. Talasemi hasta grubunda transfiizyondan hemen sonra kam
alman 23 hastanin O6rnegi c¢alismadan dislanmistir. Kontrol grubunda numune
miktarinin yetersiz olmasindan dolay1 17 katilimci ¢calismadan ¢ikarilmistir. Toplamda
talasemi hasta grubunda 47 katilimc1 bulunurken saglikli kontrol grubunda 53
katilimcr bulunmaktadir. Talasemi hastalarinin kilavuzlara gore rutin izlemlerinde
aylik tam kan sayimi, li¢ ayda bir serum ferritin diizeyi takibi yer almaktadir. Bu
hastalarin transfiizyon ihtiyacin1 ve biriken demir diizeyini degerlendirmek ig¢in
hemoglobin, hematokrit diizeyi ve serum ferritin diizeyleri izlemi yapilmaktadir. Tablo
9’de gruplar aras1 demografik, klinik ve laboratuvar 6zelliklerinin karsilastirilmasi

Ozetlendi.
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Tablo 9: Talasemi ve saghkli kontrol gruplarmmin demografik, klinik ve

laboratuvar ozellikleri acisindan karsilastirilmasi

Talasemi grubu (n=47) Kontrol grubu (n=53) p
Yas (yil) 17,9 (10-28) 20,3 (14-28) >0,05
Cinsiyet (K-E) 22 K (%47) - 25 E (%53) | 24K(%45) —29 E (%55) >0,05
Hemoglobin (g/dL) 9,2 (5,5-11,1) 14 (12,1-16,9) <0,001*
Hematokrit (%) 28,05 (16-33,9) 43 (37,3-52,8) <0,001*
Eritrosit (x10°12/L) 3,3610,54 4,91+0,5 <0,001*
MCV (fL) 82,35 (60,0-87,3) 89,7 (80,9-98,7) <0,001*
MCH (pg/hiicre) 26,9 (18,0-29,3) 29,2 (25,3-32,7) <0,001*
MCHC (g/dL) 32,72+ 1,42 32,52+0,87 >0,05
RDW (%) 17 (14,0-32,4) 13,5(12,0-17,4) <0,001*
Ferritin (ug/L) 1599 (566-4141) 22 (10-154) <0,001*
Eritrosit ici non-hem demir
(ug/dL) 12,57 (6,8-36,2) 15,87 (9,52-27,84) <0,001*
Standardize hemoglobin
basina disen demir diizeyi
(ug/g) 1,64+0,5 1,17+0,24 <0,001*

MCV: mean corpuscular voliime, MCH: mean corpuscular hemoglobin, MCHC: mean corpuscular
hemoglobin concentration, RDW: red cell distribution width

* Mann-Whitney U ya da Independent Sample T test analizinde istatistiksel anlamlilik saptanan veriler

NOT: Normal dagilima uygun olan parametreler ‘ortalama + standart sapma’ olarak, normal dagilima
uygun olmayan parametreler ise ‘ortanca (min-max)’ olarak ifade edilmistir. Kategorik veriler say1 ve
yiizde (%) olarak ifade edilmistir.

Tablo 9’da gruplar arasinda istatistiksel anlamlilik verileri yer almaktadir.
Gruplar arasinda yas ve cinsiyet agisindan anlamli farklilik yoktu (p>0,05). Tam kan
sayim parametreleri incelendiginde; gruplar arasinda hemoglobin, hematokrit, eritrosit
diizeyi agisindan anlamli farkliliklar tespit edildi. Bu ii¢ parametre de talasemi hasta
grubunda daha diisiik diizeylerdeydi. Yine MCV, MCH, RDW diizeyleri gruplar
arasinda anlamli olarak farkliydi. MCV, MCH parametreleri talasemi hasta grubunda
saglikli kontrollere kiyasla daha diisiik diizeylerdeyken, RDW talasemi hasta grubunda
daha yiiksek diizeydeydi. Talasemi ve saglikli kontrol gruplari arasinda ortalama
eritrosit hemoglobin konsantrasyonu (MCHC) diizeyleri grup ortalamalar1 benzerdi,

gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik yoktu (p> 0,05).

Biyokimya parametrelerinden ferritin incelendiginde gruplar arasinda anlaml

farklilik bulunmaktadir. Talasemi hasta grubunda daha yiiksek ferritin diizeyleri
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goriilmektedir. Arastirilmak istenen parametre eritrosit ici hemoglobine bagli olmayan
demir diizeyi gruplar arasinda anlamli derecede farkliydi. Eritrosit i¢i non-hem demir
hemoglobine oranlanarak elde edilen standardize eritrosit i¢i non-hem demir diizeyi
acisindan gruplar arasinda anlamli farklilik vardir ve talasemi hasta grubunda saglikli
kontrollere kiyasla daha yiiksek miktarda standardize eritrosit i¢i non-hem demir

(hemoglobin basina diisen demir miktar1) bulunmaktadir.

160

1

Sadlkh kontrol grubu Talasemi hasta grubu

Standardize eritrosit igi non-hem demir duzeyi (ugig)

Sekil 15: Saghkh kontrol ve talasemi hasta grubunda standardize eritrosit ici
non-hem demir diizeyinin error bar grafigi (x = ox)

Saglikli kontrol ve talasemi hasta grubunda standardize eritrosit i¢i non-hem
demir diizeyinin error bar grafigi Sekil 15°de verilmistir. Talasemi hastalarinda saglikli
kontrollere gore daha yliksek diizeyde standardize eritrosit i¢i non-hem demir olarak

adlandirilan hemoglobin basina diisen demir diizeyi vardi.
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Tablo 10: Talasemi ve saghkh kontrol grubunun standardize hemoglobin basina

diisen demir diizeyinin diger laboratuvar parametreleriyle korelasyonu

hemoglobin concentration, RDW: red cell distribution width

* Pearson ya da Spearman korelasyon analizine gore istatistiksel anlamlilik saptanan parametreler

53

Standardize | Eritrosit
hemoglobin | i¢i non-
basina hem Eritrosit MCH
disen demir | demir | (x10*12 | Hemoglobin | Hematokrit (pg/hiicre | MCHC Ferritin
n=100 (ue/g) (ng/dL) /L) (g/dL) (%) MCV (fL) ) (g/dL) | ROW (%) | (Mg/L)
Standardize
hemoglobin
basina
diisen demir r=0,454 |(r=-0,425 r=-0,463 r=-0,453 r=-0,413 |r=-0,370 |r=-0,116 | r=0,287 |r=0,428
(ug/g) 1 p<0,001* | p<0,001* | p<0,001* p<0,001* p<0,001* | p<0,001* |p=0,251| p=0,004* | p<0,001*
MCV: mean corpuscular voliime, MCH: mean corpuscular hemoglobin, MCHC: mean corpuscular
hemoglobin concentration, RDW: red cell distribution width
* Pearson ya da Spearman korelasyon analizine gore istatistiksel anlamlilik saptanan parametreler
Tablo 11: Talasemi hasta grubunun standardize hemoglobin basina diisen demir
diizeyinin diger laboratuvar parametreleriyle korelasyonu
Standardize
hemoglobin | Eritrosit
basina ici non-
diisen hem Eritrosit MCH
demir demir | (xX10*12/ | Hemoglobin | Hematokrit (pg/hicr | MCHC RDW Ferritin
n=47 (ne/g) (ng/dL) L) (g/dL) (%) MCV (fL) e) (g/dL) (%) (pg/L)
Standardize
hemoglobin
basina diisen r=0,745 |r=-0,346 r=-0,649 |[r=-0,541 r=-0,411 |r=-0,432 |r=-0,294 r=0,301 |r=0,3
demir (pg/g) 1 p<0,001* | p=0,017* | p<0,001* |p<0,001* |p=0,004* |p=0,002* | p=0,045* | p= 0,04* | p= 0,048*
MCYV: mean corpuscular voliime, MCH: mean corpuscular hemoglobin, MCHC: mean corpuscular



Tablo 12: Saghklh kontrol grubunun standardize hemoglobin basina diisen demir

diizeyinin diger laboratuvar parametreleriyle korelasyonu

Eritrosit
Standardize i¢i non-
hemoglobin hem Eritrosit MCH
basina diisen demir | (x10*12 | Hemoglobin | Hematokrit (pg/hic| MCHC Ferritin
n=53 demir (ug/g) | (ne/dL) /L) (g/dL) (%) MCV (fL) | re) (g/dL) | ROW (%) | (pg/L)
Standardize
hemoglobin
basina
diisen r=0,897 |(r=0,074 |[r=-0,012 r=-0,019 r=-0,067 |[r=0,027 {r=0,133 | r=0,248 r=0,155
demir(ug/g) p<0,001* | p=0,597 | p=0,934 p= 0,894 p=0,632 |p=0,85 |p=0,341| p=0,073 | p=0,268

MCV: mean corpuscular voliime, MCH: mean corpuscular hemoglobin, MCHC: mean corpuscular
hemoglobin concentration, RDW: red cell distribution width

* Pearson ya da Spearman korelasyon analizine gore istatistiksel anlamlilik saptanan parametreler

Talasemi ve saglikli kontrol grubunda standarize hemoglobin basina diisen demir
diizeyinin diger laboratuvar degerleri ile korelasyonu Tablo 10°da verildi. Olgiilen
standardize hemoglobin basina diisen demir diizeyi parametresinin MCHC disinda
diger parametrelerle anlamli korelasyonu vardi. Standardize eritrosit i¢i non-hem
demir diizeyinin eritrosit, hemoglobin, hematokrit, MCV ve MCH parametreleriyle
arasinda negatif korelasyon vardi. Standardize eritrosit i¢i non-hem demir diizeyinin

RDW ve ferritin diizeyiyle arasinda pozitif yonde anlamli bir iligki bulunmaktadir.

Talasemi grubunda standarize hemoglobin basina diisen demir diizeyinin diger

laboratuvar degerleriyle olan korelasyonu Tablo 11°da verildi. Standardize
hemoglobin bagina diisen demir diizeyinin eritrosit i¢i non-hem demir, RDW ve ferritin
diizeyiyle pozitif anlamli korelasyonu vardi. Standardize eritrosit i¢i non-hem demirin

hemoglobin, hematokrit, MCV, MCH, MCHC ile anlamli negatif korelasyonu vardi.

Tablo 12’de saglikli kontrol grubunda standardize hemoglobin basma diisen
demir diizeyinin diger laboratuvar parametreleriyle korelasyonu verildi. Saglikl
kontrol grubunda standardize hemoglobin basina diisen demirin eritrosit i¢i non-hem
demir diizeyiyle yiiksek diizeyde anlamli korelasyonu vardi. Standardize hemoglobin
basina diisen demir diizeyinin diger laboratuvar degerleriyle anlamli iligkisi yoktu
(p>0,05). Saglikli kontrol grubunun standardize hemoglobin basina diisen demir

diizeyiyle serum demiri arasinda anlamli korelasyon yoktu (= 0,223 p=0,127).
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Sekil 16: Selasyon tedavisi olarak deferasiroks alan hastalar ve hic ilag
kullanmayan hastalar arasinda hemoglobin basina diisen demir diizeyi error

bar grafigi (X £ 6X)

Talasemi hastalarinin selasyon i¢in kullandiklari ilag tiirleri incelendi. Hastalarin
27 tanesi deferasiroks, 2 tanesi deferipron, 8 tanesi hem deferasiroks hem de
deferipronu beraber kullanmaktayken, hastalarin 10 tanesi herhangi bir selasyon
tedavisi almamaktaydi. Ilag kullanimi olmayan 10 hasta ve herhangi bir ilag kullanimi
olan 37 hastanin hemoglobin basina diisen demir diizeyinin ila¢ kullanim durumuna
gore anlamlilik diizeyi incelenmistir. Hemoglobin basina diisen demir diizeyinin ilag
kullanim1 olmayan hastalardaki medyan (min- max) degeri 1,72 pg/g (1,15- 2,04) iken,
herhangi bir ilag kullanimi olan hastalarda medyan 1,36 ug/g (0,65- 2,35) bulundu. Bu
iki grup arasinda hemoglobin basia diisen demir diizeyi acisindan anlamli farklilik
bulundu (p=0,03). Selasyon tedavisi olarak deferasiroks alan hastalar ve hig¢ ilag
kullanmayan hastalar arasinda hemoglobin basina diisen demir diizeyi error bar grafigi
Sekil 16’da gosterilmektedir. Selasyon amagli higbir ila¢g kullanmayan hastalarla

selasyon amacl deferasiroks alan hastalarin hemoglobin bagina diisen demir diizeyleri
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medyan (min-max) degerleri sirasiyla 1,72 pg/g (1,15-2,04) ve 1,24 pg/g (0,65- 2,35)
bulundu. Iki grup arasinda istatistiksel olarak anlaml farklilik vard: (p= 0,005). ilag
kullanim1 olmayan hastalarda ferritinin ortancas1 1483 pg/L (566-2591) iken, ilag
kullanim1 olanlarda 1618 pg/L (584-4141) bulundu ve gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark yoktu (p>0,05).

5. TARTISMA

Talasemi, globin zincirinde sentez bozuklugundan kaynaklanan hemoglobin
iretiminin azalmasiyla ve biriken globin zincirinin neden oldugu membran hasar1 ve
prematiir hiicrelerin 6liimiiyle ortaya ¢ikan inefektif eritropoezle karakterize genetik
bir bozukluktur (4). Kan hiicrelerinin olgunlasmasimin bozulmas: biitiin viicudu
etkileyecek sistemik degisiklikleri baslatir. Hemoliz ve inefektif eritropoezle birlikte
aneminin ortaya c¢ikmasi bobreklerden EPO salgilanmast ve extramediiller
hematopoezin aktiflesmesini saglar. Bununla birlikte hepsidin iiretiminin artmasiyla

kan hiicrelerinin yapimi i¢in gerekli olan demir emilimi artmis olur (65).

Ozellikle B-talasemi major hastalarinda agir derecede anemi olmasi transfiizyon
thtiyacini ortaya ¢ikarir. Bu hastalarin diizenli izlemlerinde hemoglobin diizeyi dikkate
alinarak siklikla kan transfiizyonu yapilir ve diizenli transfiizyon da viicuttaki demir
diizeyini artirir. Hem emilimin artmas1 hem de tedavi amagl yapilan transfiizyonlarla
artan demir, doku ve organlarda birikir ve biriktigi organlarda fonksiyon bozukluguna
sebep olur (1,65). Talasemi hastalarinda 6zellikle kalp ve karacigerde biriken demir
MR ve/veya biyopsi ile takip edilir. Kalpte biriken demire bagl ortaya ¢ikan kardiyak
komplikasyonlar hastalarda en sik 6liim nedenidir (8). Sik transfiizyonlarla viicutta
biriken demir sadece karaciger, kalp, sinir sistemi gibi dokular1 degil eritroid hiicreleri

de etkilemektedir (9,77).

Calismamizda talasemi hastalarinin doku ve organlarinda biriken demirin
eritrositlerde ne diizeyde biriktiginin arastirilmasi amaglanmistir. Ayn1 zamanda demir
birikimi izleminde kullanilan doku demirini gosteren ferritinin eritrosit i¢cinde biriken

demirle iliskisi aragtirilmistir.
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Calismamizda saglikli kontrol grubu ve talasemi grubunun eritrositleri iginde
biriken hemoglobine bagli olmayan demir diizeyinin hemoglobine oranlanarak
hesaplamas1 Sekil 15°de verilmistir. Sekilde de goriildiigii gibi arastirmamizda
hipotezimizi destekleyecek sekilde talasemi hasta grubunda saglikli kontrollere
kiyasla daha yiiksek diizeyde hemoglobin basina diisen demir diizeyi tespit edildi
(Tablo 9). Bu da bize talasemi hastalarinin doku ve organlarinda biriken demirin
eritrosit hiicrelerinde de biriktigini géstermektedir. Literatiirli inceledigimizde Prus ve
Fibach’in 2008 ve 2010 yillarinda talasemi hastalarinin eritrositlerinde flow sitometri
yontemiyle yapmis olduklart ¢alismada bizim ¢alismamizla uyumlu olarak talasemi
hastalarinda daha ytiiksek labil demir havuzu oldugunu bulmuslardir (5,9). Prus ve
Fibach, bu sonugla birlikte LIP (karasiz demir havuzu) ve oksidatif stres
parametrelerinin Olgiilmesinin, selasyon tedavi yanitinin degerlendirilmesine katki
saglayacagi seklinde yorum yapmislardir (9). Prus ve Fibach’in 2008 yilinda kiiltiir
eritroid hiicrelerinde yaptiklari ¢alismada da talasemi hiicrelerinin normal hiicrelere
gbre daha yiiksek LIP diizeyi igerdiklerini bulmuslar ve bu durumu dengesiz globin
zincir iretimine baglamislardir (5). 2018 yilinda Chutvanichkul ve ark. yaptiklar
caligmada B-talasemi hastalarinin eritrositlerinde saglikli bireylerin eritrositlerine gore
labil demirin daha yiiksek miktarda bulundugunu floresan yogunlugun artmasi
seklinde gostermislerdir (4). Bu calismada floresan bazli flow sitometri teknigi
kullanarak yapilan 6lgiimlerde eritrosit kararsiz demir havuzunun normal hiicrelerle
karsilagtirildiginda talasemik eritrositlerin 1,5 kat daha yiiksek eritrosit LIP diizeyine
sahip oldugunu bulmuslardir. Bu ¢alisma ayni1 zamanda eritrosit i¢inde serbest demirin
artmasiyla reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) arttig1 bunun ortaya ¢ikardigi oksidatif
stresle hiicre zar1 lipid peroksidasyonu ve hiicre apoptozuna yol actigi seklinde
yorumlanmustir (4,78,79). Chutvanichkul ve ark.’nin 2023 yilinda yayinlanan
raporunda transfiizyona bagimli ve bagimli olmayan hastalar1 saglikli kontrol grubuyla
kiyaslamis ve talasemi hastalarinin transfiizyon alip almamasindan bagimsiz olarak
saglikli kontrol grubuna kiyasla daha yliksek eritrosit LIP diizeyi tespit etmislerdir.
Bunun yaninda transfiizyon alan talasemi hastalarinin LIP seviyesinin transfiizyon

almayan talasemi hastalarina gore daha yiiksek oldugunu bulmuslardir (80).

Baska bir caligma talasemi hastalarinda eritrositlerde sekil degisikliginin reaktif

oksijen tiirleri ve serum ve eritrosit ferritini iizerindeki etkisini arastirmis ve talasemi
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hastalarinda sekil degisikligi olan eritrositlerin normositlere gore daha fazla ROS ve

demir birikimi oldugunu gdstermislerdir (77).

Yapilan caligmalar LIP diizeyini etkileyen baska bir parametre daha buldular:
eritrosit olgunlagmasiyla birlikte hiicredeki LIP diizeyi degisiklik gostermektedir. Prus
ve Fibach’in yaymladigi raporda eritrosit maturasyonu arttikga LIP diizeyinin
azaldigim1 gosterdiler (5). Calismaya gore c¢ekirdekli eritrositlerin olgunlagmis
eritrositlere gore 8,8 kat daha yliksek hiicre i¢i LIP i¢erdiklerini bulmuslardir. Bunu da
talasemi gibi patolojik degisikliklerin yani sira eritrosit olgunlagmasi gibi fizyolojik
stireglerin de LIP’i etkileyecegi seklinde agiklamislardir. Chaichompoo ve ark.’nin
2019 yilinda yaymladiklar1 raporda ilk defa eritrosit morfolojik degisiklikleriyle
eritrosit ferritini ve ROS birikimi arasinda iliski oldugunu vurgulamislardir. Talasemi
hastalarinda anormal sekilli eritroitleri hiicresel stresle iligkilendirmisler ve talasemi
hastalarinda demir yiiklenmesiyle normosit sayisinda azalma oldugunu bulmuslardir

(77).

Talasemi ve saglikli kontrol grubunda bakilan parametreler karsilagtirildiginda
MCHC disindaki biitiin laboratuvar degerlerinin iki grup arasinda anlamli farkliliklara
sahip oldugu bulundu (Tablo 9). Talasemi hastalarinin eritrosit, hemoglobin,
hematokrit, MCV, MCH degerlerinin saglikli kontrollere kiyasla diisiik olmas1
hastalikla gozlenen mikrositoz, anemi gibi bulgular1 agiklamaktadir. Yine talasemi
hastalarinda RDW degeri saglikli kontrol grubuna kiyasla yiiksek miktarda
bulunmustur, bu da hastaliktaki poikilositoza bagli olarak beklenen bir bulgudur. Iki
grup arasinda ferritin diizeyinde anlamli farklilik olmas1 talasemi hastalarinda hem
hastaliga hem de sik yapilan transfiizyonlara bagli olarak demir birikiminin olmasina
isaret etmektedir. 1ki grupta da eritrosit ici heme bagli olmayan demir diizeyleri
arasinda anlamli farklilik vardi (Tablo 9). Eritrosit i¢i non-hem demir diizeyi saglikli
kontrollerde daha yiiksek diizeyde bulunmustur. Bu durum talasemi hastalarina gore
saglikli kontrollerde eritrosit sayilarinin daha fazla olmasina bagli olarak toplamda
daha yiliksek demir diizeylerine neden olmustur. Demir diizeyleri hemoglobine
oranlandig1 zaman hemoglobin basina diisen demir diizeyini daha objektif olarak

degerlendirme imkani sunar.
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Biitiin katilimeilar karsilastirildiginda standardize eritrosit i¢i non-hem demir
diizeyinin laboratuvar parametreleriyle iligkisi Tablo 10°da degerlendirilmistir. Buna
gore hemoglobin basina diisen demir diizeyinin MCHC diizeyi disinda biitiin
parametrelerle anlamli korelasyonu vardir. Hemoglobin basina diisen demir diizeyinin
hesaplanmas1 hemoglobin parametresini igerdigi i¢in hemoglobin, eritrosit, hematokrit
diizeyleriyle negatif diizeyde anlamli korelasyonu olmasi beklenen bir durumdur.
Bunun yaninda MCV ve MCH ile de anlamli negatif korelasyonu vardir. Eritrosit
voliimii arttikca ve igerigindeki hemoglobin arttiginda standardize eritrosit i¢i non-
hem demir diizeyi azalmaktadir. Biitiin bireylerde ferritin diizeyi arttikca hemoglobin
basina diisen demir miktar1 da artmaktadir. Viicutta demir birikimi oldugunda fazla

miktardaki demir eritrosit icinde de artmaktadir.

Talasemi hastalar1 degerlendirildiginde hemoglobin basma diisen demir
diizeyiyle eritrosit, hemoglobin, hematokrit, MCV, MCH ve MCHC ile anlamli negatif
korelasyon oldugu bulunmustur (Tablo 11). Chutvanichkul ve ark.’nin raporunda da
sonuclarimizla benzer sekilde eritrosit igindeki labil demir havuzu diizeyiyle
hemoglobin, MCH, MCHC arasinda negatif yonde anlamli korelasyon bulundugu
belirtilmistir (4) (sirasiyla r=-0,66, p= 0,028; r=-0,63, p= 0,037; r=-0,61, p= 0,044).
Bu sonucu yiiksek LIP diizeylerinin beta talasemi hastalarinda hipokromik anemiyi
etkiledigi seklinde agiklamiglardir. Ancak MCYV ile eritrosit i¢i labil demir diizeyi
arasinda anlamli korelasyon tespit etmemislerdir (4) (r= -0,44, p= 0,171). Biz
calismamizda MCV ile de anlamli negatif korelasyon bulduk. Bu durum hasta
sayilarindan kaynakli bir farklilik olabilir, Chutvanichkul ve ark.’nin yaptig1 calismada
30 talasemili hasta dahil edilmis. Orneklem biiyiikliigii arttirildiginda testin

anlamliliginin degisebilecegi diistintilmiistiir.

Standardize eritrosit i¢i non-hem demir diizeyinin ferritin diizeyiyle arasinda
anlaml bir iligski bulunmugstur. Bu durum yine hipotezimizi destekleyecek sekilde bir
sonugtur. Viicutta demir diizeyi arttikca hemoglobin basina diisen demir diizeyi de
artmaktadir. Bunun yaninda ferritin diizeyiyle eritrosit i¢i demir diizeyinin yiiksek
diizeyde korele olmas1 beklenen bir durum degildir. Ciinkii ferritin diizeyi viicuttaki
demir ylikiinii direkt olarak gdstermez, bir akut faz reaktani olarak enfeksiyon
durumlarinda da artabilir ve yamiti etkileyebilmektedir (81,82). 2023 yilinda

Chutvanichkul ve ark.’nin yaptig1 ¢aligmada transfiizyona bagimli olan ve olmayan
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hastalar1 degerlendirmis ve her iki grupta da serum ferritin diizeyiyle eritrosit LIP

diizeyi arasinda korelasyon bulamamisglardir (80).

Saglikli kontrol grubunda hemoglobin basma diisen demir diizeyi ile
hematolojik parametreler arasinda anlamli bir iliski gdézlenmemistir (Tablo 12).
Sagliklt kontrol grubunda biyokimya parametrelerinden serum demir diizeyi ile
hemoglobin basina diisen demir diizeyi arasinda anlamli bir iligski bulunmamistir (r=
0,223, p= 0,127). Bu durum serum demirinin eritrosit i¢indeki demiri yansitmadigini

gostermektedir.

Hastalar demir birikimi agisindan doku demiri olan ferritin diizeyi ile takip
edilmektedir. Talasemi tanit ve tedavi kilavuzlarinda iic ayda bir ferritin izlemi
onerilmektedir. Ferritin diizeyi ayni zamanda transflizyon sonucu biriken demiri
viicuttan atmak ic¢in verilen selasyon tedavisinin doz ayarlamasinda da
kullanilmaktadir. Ancak serum ferritin takibinin bazi ciddi dezavantajlari
bulunmaktadir (64). Serum ferritini doku demirini direkt gostermez. Direkt doku
demirini gdsteren testler biyopsi ve MR dir. Ancak bu tetkikler de zaman alici, invaziv,
maliyetli ve zor tetkiklerdir. Serum ferritini demir ylikiiniin indirekt gostergesidir.
Ferritin yiliksek demir yiikiine dogrusal olmayan bir tepki gosterir, demir yiikiiyle
orantil1 artma yoktur, serum ferritininde azalmanin olmamas1 yanit1 engellemez (64).
Ferritin kendisine baglanmis olan demir yikiinii gosterir ama bunun haricinde
herhangi bir yere baglanmayan asil zarar verebilecek olan demir yiikiinii gostermez.
Bunun yaninda ferritin bir pozitif akut faz reaktanidir ve bir¢ok durumda serum
diizeyleri artmaktadir bu da talasemi hastalarinda birikime bagl bir artma m1 oldu
yoksa enfeksiyona bagli bir artma mi oldugu konusunda ayrimi zorlastirmaktadir
(9,83). Bizim calismamizda o6l¢tiiglimiiz hemoglobin basina diisen demir diizeyi
ferritinin etkilendigi interferanslardan etkilenmemektedir. Hiicresel diizeyde 6l¢tim

yapildig1 i¢in demir diizeyinin direkt bir gostergesidir.

Serum ferritini transfiizyona bagimli olmayan hastalarda da demir birikimini
gostermek i¢in her zaman yeterli olmamaktadir. Ali ve ark.’nin yayinladig1 vaka
sunumunda; 44 yasinda Hemoglobin H hastaligina sahip transfiizyon ihtiyaci olmayan
hastanin izlemleri ferritinle yapilmaktadir. Ferritin diizeyi bu hastada morbidite

riskiyle uyumlu olmamasina ragmen yapilan karaciger MR’da ytiksek diizeyde demir
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birikimi tespit edilmis ve deferasiroks baglanmistir. Deferasiroks tedavisinin ardindan
karacigerdeki demir birikimi gerilemistir. Bu vakayla birlikte ¢ikardiklari sonug:
transflizyona bagimli olmayan hastalarda transfiizyona bagimli hastalara gore aym
diizeydeki karaciger demir birikimi ig¢in ferritin diizeyleri transflizyona bagimh
hastalarda daha diisiik izlenmektedir (84). Bu durum da yine, sadece ferritin izleminin

demir yiikii durumunu yansitamadigini géstermektedir.

Literatiir incelendiginde demir yiikiinii degerlendirmeye yonelik bir¢ok ¢alisma
yapildig1 goriilmektedir. Caligmalar genellikle bagli olmayan demir formu iizerinedir.
Ciinkii doku ve organlara toksik etkileri olan asil zararli form herhangi bir yere bagh
olmayan ya da baglandig1 yerden kolayca ayrilmaya elverisli olan demir formudur. Bu
demir formlarmin Onceki calismalarda serbest/labil seklinde ayrimi yapilmistir.
Serbest demir ‘reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu katalize etme yetenegini
koruyacak sekilde baglanmis demir’ olarak tanimlanirken, labil demir “diisiik afiniteli

ligandlara bagli demir iyonu’ olarak a¢iklanmistir (4,9,10).

Normal kosullarda serum demiri transferrine baglidir. Transferrine bagh
olmayan demir serumda transferrin doygunlugu %70’e ulastiginda serumda dolasan
selatlanabilir demir olarak tanimlanir (17,85). NTBI’nin Fe ** tarafindan olusturuldugu
sOylenir (17). NTBI nitrilotriasetat denilen selatlama maddesi kullanilarak o6lgiiliir.
Demir bagl halde bulunmadiginda oksidatif stressi artirarak hiicre apoptozu ve doku
hasarma sebep olmaktadir. Onceki calismalar siklikla labil plazma demiri olarak
adlandirilan transferrine bagli olmayan plazma demirini 6l¢gmislerdir (11,12,86).
Esposito ve ark.’nin yaptig1 calismada non-transferrin bagh demir ve kararsiz plazma
demiri florojenik dihidrorodamin 123 ile degerlendirilmistir. Saglikli bireylerin
serumlarinda bulunmayan LPI'nin talasemi hastalarinin serumlarinda yiiksek

diizeylerde bulundugunu gosterdiler (87).

Plazmada olgiilen NTBI’nin demir selasyon tedavisi yanitinin izleminde
kullanilabilecegi bildirilmistir (4,12,88). Piga ve ark.’nin raporunda 155 talasemi
major, 19 talasemi intermediali hastalarda NTBI diizeyleri dl¢iilmiis ve %83 {inde
NTBI varligin1 géstermislerdir (89). Bunun yaninda preklinik kardiyak hasarin NTBI
seviyeleriyle iligkili oldugunu bulmuslardir (89). NTBI sadece talasemi hastalarinda

degil sik transfiizyon alan diger hasta gruplarinda da g¢alisilmis. Jatavan ve ark.’nin
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2023 yilinda yaptig1 calismada hemoglobin Bart hastaligina sahip fetiislerde de normal
fetiislere gore anlamli derecede yiiksek NTBI diizeyleri tespit etmislerdir (90). Fetal
plazma kararsiz demirinin hemoglobin diizeyiyle ters orantili korelasyonu oldugunu,
serum demir diizeyiyle ise anlamli korelasyona sahip olmadigini bulmuslardir. Bu
sonu¢ da geleneksel yontemlerle Olciilen serum demirinin kararsiz plazma demirini

ongdremeyecegini ortaya koymaktadir.

Bu yayinlarla birlikte oksidatif stresle iliskilendirilen serbest, labil ya da bagh
olmayan demir formu gibi bir¢ok isimlendirmeyle anilan ve 6l¢iilmeye calisilan bir
demir formu oldugu goriilmektedir. Bu formun serum demirinden ayri1 oldugu ve
serumda bakilacaksa 6zellikle transferrine bagli olmayan formun 6l¢iildiigli, bunun
yaninda serum haricinde hiicre i¢lerinde de diizeyi arastirilmak istenen demir formu
oldugu dikkati ¢ekmektedir. 2002 yilinda Nilsson ve ark. serbest demir olarak
adlandirdiklar1 kromojenik selatér olarak batofenentrolin maddesini kullandiklari
ferroz ve ferrik demir iyonlarim1 ©6lcebilen spektrofotometrik bir yontem
gelistirmislerdir (10). Mikrodiyalizat, beyin-omurilik sivisi ve plazmada hayvan
modellerinde serbest demiri dlgmiislerdir. Riemer ve ark. 2004 yilinda kolorimetrik
ferrozin bazli demir Slglim yontemi gelistirmisler ve kiiltlir hiicrelerinde demiri
Olgmislerdir (3). 2018 yilinda Hedayati ve ark.’nin yaymladig1 raporda ferene ile
optimize edilmis triazin bazli kolorimetrik yontem gelistirmisler (91). Deneyi

nanopartikiille inkiibe ettikleri insan prostat karsinoma hiicrelerinde yapmislardir.

Abbasi ve ark. 2021 yilinda hepatosit hiicre kiiltiiriinde, demir yiiklemesi yapilan
fare modellerinde ve fare plazmasinda demir dl¢limiinii ferene bazli yontem kullanarak
yapmiglardir (1). Yine hiicre i¢i serbest demiri 6l¢en bir baska calisma 1998 yilinda
Buonocore ve ark.’nin yaptig1 digerlerinden farkli olarak HPLC kullanilarak yapilan
intra-eritrosit serbest demiri 6l¢en yayindir. Yazarlar term ve preterm bebeklerde
entiibe edilen ve edilmeyen gruplarda eritrosit i¢i serbest demir diizeyini
degerlendirmislerdir (13). Bu ¢alismalarda goriildiigii gibi baglh olmayan demir formu
kolorimetrik, flow sitometri, HPLC gibi bir¢ok teknikle dl¢iilmiistiir. Bu yontemlerin
her birinin avantaj ve dezavantajlari farklidir. Giiniimiizde rutin demir 6l¢limii numune
tiirii olarak siklikla serum kullanilarak ferene veya ferrozin kromojenleri araciligiyla

kolorimetrik olarak yapilir. Biz de ¢alismamizda ferrozin bazli kolorimetrik yontemi
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6l¢iim methodu olarak kullandik. Kolorimetrik yontemler flow sitometri ve HPLC’nin

aksine daha hizli, kolay, ucuz, otomatize ve her laboratuvarda bulunabilen tekniklerdir.

Talasemi hastalarmin selasyon amacli aldiklar1 tedavilerle eritrosit iginde
hemoglobine bagli olmayan demir diizeyi arasinda nasil bir iliski oldugunu inceledik.
Buna gore hasta grubumuzda olan herhangi bir ilag kullanim1 olmayan 10 hasta ve
orneklemimizdeki hastalar icinde en fazla tercih edilen ila¢ olarak deferasiroks
kullanan 27 hastanin hemoglobin bagina diisen demir diizeyleri incelendiginde ilag
kullanim1 olmayan talasemi hastalariin demir diizeylerinin deferasiroks kullanan
hastalara gore daha yiiksek oldugu goriilmektedir (Sekil 16). Bu durum selasyon
tedavisi olarak kullanilan deferasiroksun eritrosit i¢i demir diizeyini etkili olarak
azalttigin1 gostermektedir. Talasemi hastalarinin selasyon amagh aldiklari cesitli
ilaglarin eritrosit i¢i demire etkisini inceleyen bir ¢alismada rutinde deferoksamin alan
hastalarin tam kan Orneklerini in vitro sartlarda deferoksamin, deferasiroks ve
deferipronla inkiibe ederek flow sitometrik eritrosit i¢ci demir analizi yapmislar ve
kontrol grubunda olan ve selasyonlarla muamele edilmeyen hastalarin 6rneklerinde
demire baglanma daha az tespit etmislerdir. Bunun yaninda talasemi hastalarinda
deferipron ve deferasiroksla 1 saatlik inkiibasyondan sonra eritrositlerdeki kalsein
floresansinin arttigini yani labil demir havuzunu azalttigin1 gosterdiler (9). Selasyon
tedavileri talasemi hastalarinda uzun siireli transfiizyonlara bagli demir birikiminin
onlenmesi igin kullamlmaktadir. Ozellikle pediatrik popiilasyonda selasyonlar demir
birikiminin uzun dénem etkilerini azaltarak hayat kalitesini etkilemektedir. Bu amagla
en sik kullanilan ilaglar deferoksamin, deferipron ve deferasiroksdur. Yapilan
calismalarda bu ilaglarin kardiyak ve karaciger demiri {lizerinde etkili oldugu ve bu
sistemlere biriken demiri selatlayarak organ disfonksiyonlarini azalttigi gosterilmistir.
Deferipron  6zellikle retikiiloendotelyal —sistemdeki demiri uzaklastirirken,
deferasiroksun hepatik demire daha etkili oldugunu gosteren caligmalar mevcuttur
(85,92). Bununla birlikte selasyon tedavileri tamamiyla masum tedaviler degildir.
Ozellikle pediatrik popiilasyonda biiyiime gelisme, endokrin sistem {izerine yan
etkileri bulunmaktadir. Bu durumda 6zellikle bu hasta grubunda selasyon amagli
alan tedaviler ne kadar etkin diizenlenebilir ve doz asimlar1 hizli goriliip hizh
miidahale edilebilirse hastalarin bu yan etkilere maruz kalma siklig1 azaltilabilir. Bizim

sonuglarimiz, selasyon tedavisi alan ve almayan hastalarda tedaviye baslama karar1 ve
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doz ayarlamasi i¢in ferritine kiyasla daha hizli miidahale edilebilmesinin Oniinii
acmaktadir. Bunun yaninda selasyon amagcli ilag kullanimi olan hastalarda ferritin
ortancast 1618 pg/L iken ila¢ kullanimi olmayanlarda 1483 pg/L oldugu
goriilmektedir. Bu sonug ferritin diizeyi izleminin ilag kullanim1 ve dozuyla ilgili net
bilgi veremeyecegini ortaya koymaktadir. Bizim gergeklestirdigimiz basit ve pratik

yontemin selasyon tedavisinin etkinligi hakkinda bilgi verebilecegi ongoriilmektedir.

Bizim bu calismadaki kisithiliklarimiz Oncelikle talasemi hastalarinin rutin
izlemlerinden gelen numunesi kullanildig1 i¢in ve bu hastalara serum demir Sl¢iimii
yapilmadigi i¢in serum demir degerleri elimizde bulunmamaktadir. Hastalarin serum
demirleri de 6l¢iilebilseydi hemoglobin basina diisen demir diizeyiyle arasinda iliski
olup olmadigin1 degerlendirebilirdik. Bu 6l¢iim sadece sagliklt kontrol grubunda
yapilabilmistir. Bir diger kisitlilik, literatiirdeki birgok yayin kararsiz demir formunu
oksidatif stres parametreleriyle iliskilendirmis ve birlikte degerlendirmislerdir.
Talasemi hastalarindaki hematolojik bozukluk siirecinde eritrosit i¢inde de oksidatif
stresin artmis olmasi kaginilmazdir. Bunun yaninda ila¢ kullanan ve kullanmayan
hastalar1 karsilastirirken hasta sayimizin az olmast nedeniyle sadece deferipron
kullanan ve deferipron+deferasiroks kullanan hastalarin eritrosit i¢i demir diizeyleri
karsilastirillamamistir. Daha fazla 6rneklem biiyiikliigiiyle her bir ilacin ve ilag

kullanmayan grubun hemoglobin basina diisen demir diizeyleri karsilastirilabilir.
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6. SONUCLAR

Sonuglarimiz talasemi hastalarinda kalp, karaciger gibi organlarda biriken
demirin eritrositlerde de biriktigini gostermektedir. Demir birikiminin eritrositlerde
gosterilmesiyle birlikte ferritin gibi uzun donemde artan-azalan ve demir birikiminin
degisimini direkt olarak yansitamayan bu parametrenin aksine demir yukiinii direkt
hiicre diizeyinde belirleyebilen eritrosit i¢i non-hem demir diizeyi 6l¢iilmesinin niinii
acmustir. Demir viicutta 6zellikle bagli olmadigi formlarda tehlikelidir, eritrosit igi
non-hem demir de demirin hemoglobine bagli olmayan formunu Slgerek viicuttaki
potansiyel zararli form hakkinda bilgi vermektedir. Calismamiz literatiirle de uyumlu
sonuglar igermektedir. Onceden flow sitometri ve HPLC yontemleriyle tespit edilen
eritrosit i¢i demir diizeyi bizim ¢alismamizda kolorimetrik yontemle ucuz, hizli, basit

bir sekilde 6lgiilmiistiir.

Eritrosit i¢i non-hem demirin bu hastalarda Ol¢lilmesi ve selasyon amacl
kullanilan 1ilagla da iliskilendirilebiliyor olmasi; bu hastalarda yasam kalitesini
artirmak, demir selasyon tedavi dozlarina daha hizli ve etkin miidahale edebilmek i¢in
bu parametrenin tip alaninda kullanilmasinin ve yenilik¢i ¢aligmalar yapilmasinin

Oniinli agmaktadir.

65



10.

11.

7. KAYNAKLAR

Abbasi U, Abbina S, Gill A, Bhagat V, Kizhakkedathu JN. A facile
colorimetric method for the quantification of labile iron pool and total iron in
cells and tissue specimens. Sci Rep. 2021;11(1):6008. doi: 10.1038/s41598-
021-85387-z.

Nairz M, Weiss G. Iron in infection and immunity. Mol Aspects Med.
2020;75:100864. doi: 10.1016/j.mam.2020.100864.

Riemer J, Hoepken HH, Czerwinska H, Robinson SR, Dringen R.
Colorimetric ferrozine-based assay for the quantitation of iron in cultured
cells. Anal Biochem. 2004;331(2):370-5. doi: 10.1016/j.ab.2004.03.049.

Chutvanichkul B, Vattanaviboon P, Mas-oodi S, U-pratya Y, Wanachiwanawin
W. Labile iron pool as a parameter to monitor iron overload and oxidative
stress status in B-thalassemic erythrocytes. Cytometry B Clin Cytom.
2018;94(4):631-6. doi: 10.1002/cyto.b.21633.

Prus E, Fibach E. The labile iron pool in human erythroid cells. Br J
Haematol. 2008;142(2):301-7. doi: 10.1111/5.1365-2141.2008.07192.x.

Natalia Rybkowska, Strzelak K, Koncki R. A comparison of photometric
methods for serum iron determination under flow analysis conditions. Sens
Actuators B Chem. 2018;254:307-13.
https://doi.org/10.1016/j.snb.2017.07.059.

Farmakis D, Porter J, Taher A, Cappellini MD, Angastiniotis M, Eleftheriou A.
2021 Thalassaemia International Federation Guidelines for the Management of
Transfusion-dependent Thalassemia. Hemasphere. 2022;6(8):¢732. doi:
10.1097/HS9.0000000000000732.

Tiirk Hematoloji Dernegi. “Ulusal Tedavi Kilavuzu 2011 Beta Talasemi Tan
ve Tedavi Kilavuzu” VIII. B6lim. 2011.

Prus E, Fibach E. Effect of iron chelators on labile iron and oxidative status of
thalassaemic erythroid cells. Acta Haematol. 2010;123(1):14-20. dot:
10.1159/000258958.

Nilsson UA, Bassen M, Sdvman K, Kjellmer I. A simple and rapid method for
the determination of ‘free’ iron in biological fluids. Free Radic Res.
2002;36(6):677-84. doi: 10.1080/10715760290029128.

Cabantchik ZI, Breuer W, Zanninelli G, Cianciulli P. LPI-labile plasma iron in
iron overload. Best Pract Res Clin Haematol. 2005;18(2):277-87. doi:
10.1016/j.beha.2004.10.003.

66


https://doi.org/10.1016/j.snb.2017.07.059

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

Pootrakul P, Breuer W, Sametband M, Sirankapracha P, Hershko C,
Cabantchik ZI. Labile plasma iron (LPI) as an indicator of chelatable plasma
redox activity in iron-overloaded B-thalassemia/HbE patients treated with an
oral chelator. Blood. 2004;104(5):1504—10. doi: 10.1182/blood-2004-02-0630.

Buonocore G, Zani S, Sargentini I, Gioia D, Signorini C, Bracci R. Hypoxia-
induced free iron release in the red cells of newborn infants. Acta Paediatr.
1998;87(1):77-81. doi: 10.1080/08035259850157912.

Marek Babusiak. The Biochemistry of Zinc and Iron- Thesis. 2007.

Roemhild K, Maltzahn FV, Weiskirchen R, Kniichel R, Stillfried SV, Lammers
T. Iron metabolism: pathophysiology and pharmacology. Trends Pharmacol
Sci. 2021;42(8):640-56. doi: 10.1016/j.tips.2021.05.001.

Higgins T, Eckfeldt JH, Barton JC, Doumas BT. Hemoglobin, Iron and
Bilirubin. In: Tietz. 8th ed. Chapter 32. 2018. 985-1030.

Silva AMN, Rangel M. The (Bio)Chemistry of Non-Transferrin-Bound Iron.
Molecules. 2022;27(6):1784. doi: 10.3390/molecules27061784.

Wikipedia. Iron-binding proteins. Available from:
https://en.wikipedia.org/wiki/Iron-binding_proteins. Access date: 5 Agustos
2024.

Wikipedia. Non-heme iron protein. Available from:
https://en.wikipedia.org/wiki/Non-heme iron_protein. Access date: 5 Agustos
2024.

Kaplan J, Ward DM. The essential nature of iron usage and regulation. Curr
Biol. 2013;23(22):2325. doi: 10.1016/j.cub.2013.10.059.

Coates ML. Hemoglobin function in the vertebrates: an evolutionary model. J
Mol Evol. 1975;6(4):285-307. doi: 10.1007/BF01794636.

Ems T, St Lucia K, Huecker MR. Biochemistry, Iron Absorption. 2023 Apr 17.
PMID: 28846259.

Uysal Z. Hepsidin ve Demir Metabolizmasi. Tiirk Hematoloji Dernegi- Ilk
Basamak Kursu.

Piskin E, Cianciosi D, Gulec S, Tomas M, Capanoglu E. Iron Absorption:
Factors, Limitations, and Improvement Methods. ACS Omega.
2022;7(24):20441-56. doi: 10.1021/acsomega.2¢c01833.

Mayle KM, Le AM, Kamei DT. The intracellular trafficking pathway of
transferrin. Biochim Biophys Acta. 2012;1820(3):264—81. doi:
10.1016/j.bbagen.2011.09.

67


https://en.wikipedia.org/wiki/Iron-binding_proteins
https://en.wikipedia.org/wiki/Non-heme_iron_protein

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

Correnti M, Gammella E, Cairo G, Recalcati S. Iron Absorption: Molecular
and Pathophysiological Aspects. Metabolites. 2024;14(4):228. doi:
10.3390/metabo14040228.

Cheng Y, Zak O, Aisen P, Harrison SC, Walz T. Structure of the human
transferrin receptor-transferrin complex. Cell. 2004;116(4):565-76. doi:
10.1016/50092-8674(04)00130-8.

Wallace DF. The Regulation of Iron Absorption and Homeostasis. Clin
Biochem Rev. 2016;37(2):51-62. PMID: 28303071.

Ohgami RS, Campagna DR, Greer EL, Antiochos B, McDonald A, Chen J, et
al. Identification of a ferrireductase required for efficient transferrin-dependent
iron uptake in erythroid cells. Nat Genet. 2005;37(11):1264-9. doi:
10.1038/ng1658. Epub 2005 Oct 16.

Zhou ZD, Tan EK. Iron regulatory protein (IRP)-iron responsive element
(IRE) signaling pathway in human neurodegenerative diseases. Mol
Neurodegener. 2017;12(1):75. doi: 10.1186/s13024-017-0218-4.

Wikipedia. Human iron metabolism. Available from:
https://en.wikipedia.org/wiki/Human_iron_metabolism. Access date: 5
Agustos 2024.

Kragh-Hansen U, Vorum H. Quantitative analyses of the interaction between
calcium ions and human serum albumin. Clin Chem. 1993;39(2):202-8.
PMID: 8432006.

Vorum H, Fisker K, Otagiri M, Pedersen AO, Kragh-Hansen U. Calcium ion
binding to clinically relevant chemical modifications of human serum
albumin. Clin Chem. 1995;41(11):1654-61. PMID: 7586558.

Loban A, Kime R, Powers H. Iron-Binding Antioxidant Potential of Plasma
Albumin. Clin Sci. 1997;93(5):445-51. doi: 10.1042/cs0930445.

Xu X, Zhang L, Shen D, Wu H, Liu Q. Oxygen-dependent Oxidation of Fe(Il)
to Fe(Ill) and Interaction of Fe(IIl) with Bovine Serum Albumin, Leading to a
Hysteretic Effect on the Fluorescence of Bovine Serum Albumin. J Fluoresc.
2008;18(1):193-201. doi: 10.1007/s10895-007-0263-4.

Nie G, Sheftel AD, Kim SF, Ponka P. Overexpression of mitochondrial ferritin
causes cytosolic iron depletion and changes cellular iron homeostasis. Blood .
2005;105(5):2161-7. doi: 10.1182/blood-2004-07-2722.

Pfeiffer CM, Looker AC. Laboratory methodologies for indicators of iron
status: strengths, limitations, and analytical challenges. Am J Clin Nutr.
2017;106(6):1606—14. doi: 10.3945/ajen.117.155887.

68


https://en.wikipedia.org/wiki/Human_iron_metabolism

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

Worwood M, May AM, Bain BJ. 9- Iron Deficiency Anaemia and Iron
Overload. In: Dacie and Lewis Practical Haematology. (Twelfth Edition).
2017. p. 165-86.

Ma'Y, Podinovskaia M, Evans PJ, Emma G, Schaible UE, Porter J, et al. A
novel method for non-transferrin-bound iron quantification by chelatable
fluorescent beads based on flow cytometry. Biochem J. 2014;463(3):351-62.
doi: 10.1042/BJ20140795.

Breuer W, Hershko C, Cabantchik ZI. The importance of non-transferrin
bound iron in disorders of iron metabolism. Transfus Sci. 2000;23(3):185-92.
doi: 10.1016/s0955-3886(00)00087-4.

Lee DH, Liu DY, Jacobs DR Jr, Shin HR, Song K, Lee IK, et al. Common
presence of non-transferrin-bound iron among patients with type 2 diabetes.
Diabetes Care. 2006;29(5):1090-5. doi: 10.2337/diacare.2951090.

Van Campenhout A, Van Campenhout C, Lagrou AR, Moorkens G, De Block
C, Manuel-y-Keenoy B. Iron-binding antioxidant capacity is impaired in
diabetes mellitus. Free Radic Biol Med. 2006;40(10):1749-55. doi:
10.1016/j.freeradbiomed.2006.01.010.

Leoncini S, Rossi V, Signorini C, Tanganelli I, Comporti M, Ciccoli L.
Oxidative stress, erythrocyte ageing and plasma non-protein-bound iron in
diabetic patients. Free Radic Res. 2008;42(8):716-24. doi:
10.1080/10715760802317655.

Fernandez-Real JM, Lopez-Bermejo A, Ricart W. Cross-talk between iron
metabolism and diabetes. Diabetes. 2002;51(8):2348—-54. doi:
10.2337/diabetes.51.8.2348.

Centers for Disease Control and Prevention (CDC). Iron deficiency--United
States, 1999-2000. MMWR Morb Mortal Wkly Rep. 2002 Oct 11;51(40):897-
9. PMID: 12418542.

Ramsay AJ, Hooper JD, Folgueras AR, Velasco G, Lopez-Otin C. Matriptase-
2 (TMPRSS6): a proteolytic regulator of iron homeostasis. Haematologica.
2009;94(6):840-9. doi: 10.3324/haematol.2008.001867.

Silvestri L, Guillem F, Pagani A, Nai A, Oudin C, Silva M, et al. Molecular
mechanisms of the defective hepcidin inhibition in TMPRSS6 mutations
associated with iron-refractory iron deficiency anemia. Blood.
2009;113(22):5605-8. doi: 10.1182/blood-2008-12-195594.

Chinnery PF, Crompton DE, Birchall D, Jackson MJ, Coulthard A, Lombes A,
et al. Clinical features and natural history of neuroferritinopathy caused by the
FTL1 460InsA mutation. Brain. 2007;130(Pt 1):110-9. doi:
10.1093/brain/awl319.

69



49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

Ganz T. Hepcidin and its role in regulating systemic iron metabolism.
Hematology Am Soc Hematol Educ Program. 2006; 29-35,507. doi:
10.1182/asheducation-2006.1.29.

Burn J, Chinnery PF. Neuroferritinopathy. Semin Pediatr Neurol.
2006;13(3):176-81. doi: 10.1016/j.spen.2006.08.006.

Nittis T, Gitlin JD. Role of copper in the proteosome-mediated degradation of
the multicopper oxidase hephaestin. J Biol Chem. 2004;279(24):25696-702.
doi: 10.1074/jbc.M401151200.

Schulz JB, Boesch S, Biirk K, Diirr A, Giunti P, Mariotti C, et al. Diagnosis
and treatment of Friedreich ataxia: a European perspective. Nat Rev Neurol.
2009;5(4):222-34. doi: 10.1038/nrneurol.2009.26.

Roetto A, Bosio S, Gramaglia E, Barilaro MR, Zecchina G, Camaschella C.
Pathogenesis of hyperferritinemia cataract syndrome. Blood Cells Mol Dis.
2002;29(3):532-5. doi: 10.1006/becmd.2002.0590.

Harris ZL, Takahashi Y, Miyajima H, Serizawa M, MacGillivray RT, Gitlin
JD. Aceruloplasminemia: molecular characterization of this disorder of iron
metabolism. Proc Natl Acad Sci U S A. 1995;92(7):2539-43. doi:
10.1073/pnas.92.7.2539.

Nittis T, Gitlin JD. The copper-iron connection: hereditary
aceruloplasminemia. Semin Hematol. 2002;39(4):282-9. doi:
10.1053/shem.2002.35633.

Takahashi Y, Miyajima H, Shirabe S, Nagataki S, Suenaga A, Gitlin JD.
Characterization of a nonsense mutation in the ceruloplasmin gene resulting in
diabetes and neurodegenerative disease. Hum Mol Genet. 1996;5(1):81-4. doi:
10.1093/hmg/5.1.81.

Fellman V. The GRACILE syndrome, a neonatal lethal metabolic disorder
with iron overload. Blood Cells Mol Dis. 2002;29(3):444-50. doi:
10.1006/bcmd.2002.0582.

Gregory A, Hayflick SJ. Neurodegeneration with brain iron accumulation.
Folia Neuropathol. 2005;43(4):286-96. PMID: 16416393.

Beutler E, Gelbart T, Lee P, Trevino R, Fernandez MA, Fairbanks VF.
Molecular characterization of a case of atransferrinemia. Blood.
2000;96(13):4071-4. PMID: 11110675.

Knisely AS, Gelbart T, Beutler E. Molecular characterization of a third case of
human atransferrinemia. Blood. 2004;104(8):2607. doi: 10.1182/blood-2004-
05-1751.

Bolayirli IM. Demir ve iliskili hematolojik bozukluklar. Kan hastaliklarina
biyokimyasal ve laboratuvar yaklasim. 2022. s 169-187.

70



62.

63.

64.

65.

66.

67.
68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

Biswas S, Smrity SZ, Bhuia MdS, Sonia FA, Aktar MstA, Chowdhury R, et al.
Beta-Thalassemia: A Pharmacological Drug-Based Treatment. Drugs and
Drug Candidates. 2024;3(1):126—47. https://doi.org/10.3390/ddc3010008.

Tiirk Hematoloji Dernegi. Akdeniz anemisi (beta talasemi) tasiyiciligi ve
hastalig1. Erisim sayfasi:
https://www.thd.org.tr/thd_halk/?sayfa=akdeniz_anemisi. Erisim tarihi:
23.07.2024.

Porter D, Taher J. 2021 Guidelines fort he management of transfusion
dependent thalassaemia (tdt) publishers thalassaemia international federation
4th edition. 2021.

Angastiniotis M, Lobitz S. Thalassemias: An overview. Int J Neonatal Screen.
2019;5(1):16. doi: 10.3390/ijns5010016.

Ask Hematologist/ Understand Hematology. Thalassaemias. Available from:
https://askhematologist.com/thalassemias/. Access date: 11.12.2024.

Saglik hizmetleri genel miidiirliigii. Talasemi tan1 ve izlem rehberi. 2022.

EP07-A2 Interference Testing in Clinical Chemistry; Approved Guideline-
Second Edition A guideline for global application developed through the
Clinical and Laboratory Standards Institute consensus process [Internet].
2005. Available from: www.clsi.org.

Huennekens FM, Caffrey RW, Basford RE, Gabrio BW. Erythrocyte
metabolism. IV. Isolation and properties of methemoglobin reductase. J Biol
Chem. 1957;227(1):261-72. PMID: 13449071.

Artiss JD, Vinogradov S, Zak B. Spectrophotometric Study of Several
Sensitive Reagents for Serum Iron. Clin. Biochem. 1981;14(6):311-5. do1:
10.1016/s0009-9120(81)91065-1.

Carter P. Spectrophotometric Determination of Serum Iron at the
Submicrogram Level with a New Reagent (Ferrozine). Anal Biochem.
1971;40(2):450-8. doi: 10.1016/0003-2697(71)90405-2.

Demir_2 (IRON_2) [package insert]. Available from:
www.siemens.com/diagnostics.

C61-A Determination of Serum Iron, Total Iron-Binding Capacity and Percent
Transferrin Saturation; Approved Standard A standard for global application
developed through the Clinical and Laboratory Standards Institute consensus
process [Internet]. 1998. Available from: www.clsi.org.

Topic E, Nikolac N, Panteghini M, Theodorsson E, Salvagno GL, Miler M, et
al. How to assess the quality of your analytical method? Clin Chem Lab Med.
2015 Oct 1;53(11):1707-18. doi: 10.1515/cclm-2015-0869.

71


https://doi.org/10.3390/ddc3010008
https://www.thd.org.tr/thd_halk/?sayfa=akdeniz_anemisi
https://askhematologist.com/thalassemias/
http://www.siemens.com/diagnostics

75.

76.

77.

78.

79.

80.

1.

82.

83.

84.

85.

86.

Chesher D. Evaluating Assay Precision. Clin Biochem Rev. 2008;29:S23-6.
PMID: 18852851.

Yiicel D. Pratik Metot Validasyonu ve Verifikasyonu. Tiirk Biyokimya
Dernegi. 2014.

Chaichompoo P, Qillah A, Sirankapracha P, Kaewchuchuen J, Rimthong P,
Paiboonsukwong K, et al. Abnormal red blood cell morphological changes in
thalassaemia associated with iron overload and oxidative stress. J Clin Pathol.
2019;72(8):520—4. doi: 10.1136/jclinpath-2019-205775.

Steinbicker AU, Muckenthaler MU. Out of balance--systemic iron
homeostasis in iron-related disorders. Nutrients. 2013;5(8):3034—61. doi:
10.3390/nu5083034.

Shinar E, Rachmilewitz EA. Haemoglobinopathies and red cell membrane
function. Baillieres Clin Haematol. 1993;6(2):357—69. doi: 10.1016/s0950-
3536(05)80150-7.

Chutvanichkul B, Vattanaviboon P, Mas-Oodi S, U-Pratya Y,
Wanachiwanawin W. Erythrocyte labile iron pool indicating concealed iron

overload in non-transfusion-dependent B-thalassemia. Turk J Biochem.
2024;49(2):178-86. https://doi.org/10.1515/tjb-2023-0116.

Morales NP, Rodrat S, Piromkraipak P, Yamanont P, Paiboonsukwong K,
Fucharoen S. Iron chelation therapy with deferiprone improves oxidative
status and red blood cell quality and reduces redox-active iron in -
thalassemia/hemoglobin E patients. Biomed Pharmacother. 2022;145:112381.
doi: 10.1016/j.biopha.2021.112381.

Kernan KF, Carcillo JA. Hyperferritinemia and inflammation. Int Immunol.
2017;29(9):401-9. doi: 10.1093/intimm/dxx031.

Kalantar-Zadeh K, Rodriguez RA, Humphreys MH. Association between
serum ferritin and measures of inflammation, nutrition and iron in
haemodialysis patients. Nephrol Dial Transplant. 2004;19(1):141-9. doi:
10.1093/ndt/gfg493.

Ali M, Yassin MA, Aldeeb M. Iron Overload in a Patient with Non-
Transfusion-Dependent Hemoglobin H Disease and Borderline Serum

Ferritin: Can We Rely on Serum Ferritin for Monitoring in This Group of
Patients? Case Rep Oncol. 2020;13(2):668—73. doi: 10.1159/000507653.

Hider RC, Hoffbrand AV. The Role of Deferiprone in Iron Chelation. N Engl J
Med. 2018;379(22):2140-50. doi: 10.1056/NEJMral1800219.

Wang WC, Ahmed N, Hanna M. Non-transferrin-bound iron in long-term
transfusion in children with congenital anemias. J Pediatr. 1986;108(4):552—7.
doi: 10.1016/50022-3476(86)80832-0.

72



87.

88.

89.

90.

91.

92.

Esposito BP, Breuer W, Sirankapracha P, Pootrakul P, Hershko C, Cabantchik
ZI1. Labile plasma iron in iron overload: Redox activity and susceptibility to
chelation. Blood. 2003;102(7):2670-7. doi: 10.1182/blood-2003-03-0807.

Brissot P, Ropert M, Le Lan C, Loréal O. Non-transferrin bound iron: a key
role in iron overload and iron toxicity. Biochim Biophys Acta.
2012;1820(3):403-10. doi: 10.1016/j.bbagen.2011.07.014.

Piga A, Longo F, Duca L, Roggero S, Vinciguerra T, Calabrese R, et al. High
nontransferrin bound iron levels and heart disease in thalassemia major. Am J
Hematol. 2009;84(1):29-33. doi: 10.1002/ajh.21317.

Jatavan P, Sekararithi R, Jaiwongkam T, Kumfu S, Chattipakorn N, Tongsong
T. Comparisons of serum non-transferrin-bound iron levels and fetal cardiac
function between fetuses affected with hemoglobin Bart’s disease and normal
fetuses. Front Med (Lausanne). 2023;9:1015306. doi:
10.3389/fmed.2022.1015306.

Hedayati M, Abubaker-Sharif B, Khattab M, Razavi A, Mohammed I, Nejad
A, et al. An optimised spectrophotometric assay for convenient and accurate
quantitation of intracellular iron from iron oxide nanoparticles. Int J
Hyperthermia. 2018;34(4):373-81. doi: 10.1080/02656736.2017.1354403.

Wood JC, Otto-Duessel M, Gonzalez I, Aguilar M1, Shimada H, Nick H, et al.
Deferasirox and deferiprone remove cardiac iron in the iron-overloaded gerbil.
Transl Res. 2006;148(5):272—-80. doi: 10.1016/j.trs1.2006.05.005.

73



8. EKLER

Ek 1: Etik Kurul Onay Belgesi

74



