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OZET

Kemik iligi transplantasyonu malign, malign olmayan bir¢cok hastalik
tedavisinde kullanilmaktadir. Islevi bozulan kemik iligi, dolasan kandaki
eritrositler, lokositler ve trombositlerde azalmalara neden olur. Tedavi amach
yapilan kemik iligi nakillerinde verilen kok hiicrelerin yerlesip calismaya
baslamasina kadar gecen zaman iginde trombosit azlig1 dolayisiyla kanamalar,
16kosit azlig1 dolayisiyla enfeksiyonlar olusabilir. Hastalarin savunma sistemi
baskilandigi i¢in ciddi enfeksiyonlar meydana gelebilir. Kemik iligi naklinde hedef
engrafman elde etmek ve GVHH (Graft Versus Host Hastalig1) gelisiminden
kacinmaktir. TNF-alfa (Timor Nekroz Faktor-alfa), sistemik enflamasyonu
tetikleyen 6nemli bir sitokindir. TNF-alfa’nin direkt olarak IL-6 yapimin1 arttirdigi
ve IL-6’nin da hepatositlerden hepsidin ekspresyonunu arttirdigi gosterilmistir. Bu
bilgiler dogrultusunda kemik iligi nakli yapilan hastalarda ortaya c¢ikan
enfeksiyonlarda, IL-6 ve TNF-alfa’nin yani sira hepsidinin de etkili bir rol
oynadigini diisiinmekteyiz. Bu amacla ¢calismamizda nakil yapilan hastalarda nakil
oncesi bir, nakil sonrasi li¢ asamada serum prohepsidin, TNF-alfa ve IL-6 diizeyleri
ELISA yontemiyle dl¢iildii. Ayn1 donemlerde idrar prohepsidin diizeyi ve hastalarin
bu donemdeki rutin testleri de degerlendirildi. Calismamiz sonucunda, nakil sonrasi
serum prohepsidin diizeyinin anlamh diizeyde arttig1 ve bu artisin CRP diizeyi ile
iligkili oldugu bulundu. Bu iliski, bize serum prohepsidin diizeyinin nakil hastalari
icin Onemli bir parametre olabilecegini disiindliirmektedir. Caligmamizda elde
edilen sonuglarin, ileride daha genis, homojen bir hasta grubu ve daha spesifik
Olctimlerin kullanilacagi baska calismalarla da dogrulanmasi, hepsidinin klinik

onemini destekleyecektir.

Anahtar Sozciikler: Kok hiicre nakli, hepsidin, inflamasyon



SUMMARY

Definition of Relationship between Infection and, Pre- and Post-
Transplantation Levels of Serum Hepcidin, IL-6 and TNF-Alpha Levels of

Pediatric Patients Subject to Bone Marrow Transplantation

Bone marrow transplantation is used in managament of many malignant and
benign disorders. Infiltration and malfunction of bone marrow causes anemia,
leukopenia and trambocytopenia. In bone marrow transplantation, within the
duration in which tranplated stem cells are engrafted into bone marrow and begin to
renew hematopoesis, bleeding and infections may appear due to trombocytopenia
and leukopenia, respectively. Since immune system of patient is suppressed before
transplantation, severe infections migth occur in this period. The aim of bone
marrow transplantation is to ensure engrafment and to avoid GvHD (Graft versus
Host Disease). TNF-alpha is an impotant cytokine which triggers systemic
inflammation. TNF-alpha was shown to stimulate IL-6 production and IL-6 to
increase hepcidin expression in hepatocytes. We propose that, in addition to IL-6
and TNF-alpha, hepcidin has an important role in infections during bone marrow
transplantation. We measured serum levels of prohepcidin, TNF-alpha and IL-6
once before transplantation and three times post-transplantation. We also followed
urine prohepcidin levels and standart biochemical parameters. As a preliminary
study, results of our study have demonstrated that serum prohepcidin level was
significally increased through post-transplantation period, and this increase was
related to CRP level. This relationship suggests that serum prohepcidin level might
be an important parameter for transplantation patients. Verification of these results
by new studies with more homogenous patient groups and more specific

measurements will support the clinical importance of hepcidin.

Key words: Stem cell transplantation, hepcidin, inflammation
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1. GIRIS VE AMAC

Tedavi amagh yapilan kemik iligi nakillerinde verilen kok hiicrelerin
yerlesip calismaya baslamasina kadar gecen zaman iginde trombosit azligi
nedeniyle kanamalar, 10kosit azlig1 nedeniyle infeksiyonlar olusabilir. Nakil yapilan
kisilerin savunma sistemi daha 6nce baskilandig1 i¢in ciddi infeksiyonlar ortaya

¢ikabilir (Dilek I, Ustiin C, Giirman G 1998).

Hepsidin esas olarak karacigerden sentezlenen, dolasimda bulunan ve
idrarla atilan bir peptid hormon olup sistemik demir dengesinin ana
diizenleyicisidir. Son c¢alismalarla bakteriyel patojenlere karsi miyeloid hiicrelerde
de sentezlendigi gosterilmistir (Uysal 2007).Yapilan arastirmalarda hepsidin
iiretiminin artmasina enflamasyonun da neden oldugu saptanmistir. Bunun yani sira
talasemi hastalarinda hepsidinin arttigin1 gosteren caligmalar mevcuttur (Ganz
2003). Enflamasyonla iliskili sitokinlerden TNF-alfa, sistemik enflamasyonu
tetiklemekte ve bununla ilgili belirtilerin (6rn: Ates) ortaya c¢ikamasina neden
olmaktadir. TNF-alfa’min direkt olarak IL-6 genine etki ederek IL-6 yapimini
arttirdigr gosterilmistir (Patestos, Haegeman, Vandevoorde and Fiers 1993). IL-
6’nin da, in vivo ve in vitro olarak yapilan ¢alismalarda hepatositlerden hepsidin
ekspresyonunu arttirdigir gosterilmistir (Falzacappa et al 2007). Sitokinlerin asir1
sentezinin enfeksiyon hastaliklariyla iligkisi kesin olarak gdosterilmistir (Dinarello
1993). Allojenik kemik iligi nakli yapilan hastalarda daha once bakilmis olan
sitokinlerden IL-6 ve TNF-alfa’nin yani1 sira hepsidinin de enfeksiyonla iligkisinin

olabilecegini diisiinmekteyiz.

Bu bilgilerin 15181 altinda ¢alismamizda nakil yapilan hastalarda nakil dncesi
ve nakil sonrasi serum hepsidin, TNF alfa ve IL-6 diizeyleri dlgiilerek bu
parametreler arasindaki iliskilerin incelenmesi amacglanmistir. Bunlarin disinda
idrar hepsidin diizeyi ve TKS (tam kan sayimi) sonuglar1 da calismamizda

degerlendirilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kok Hiicre ve Kemik 1ligi Nakli

Kok hiicreler sinirsiz boliinebilme, her tiirlii viicut hiicresine doniisebilme ve
yeni gorevler iistlenebilme yetenegine sahip hiicrelerdir. Hangi tip dokuya ihtiyag
varsa ona doniisiirler (Armitage 1994). Bir kok hiicrenin hangi hiicre tipine
doniisecegini, o hiicrenin i¢inde bulundugu mikrogevreden gelen uyarilarla
aktivitesi degisen genler belirlemektedir. Diger hiicreler dliince veya hasar goriince,
kok hiicreler ihtiya¢ duyulan bu hiicre tiirline doniisiirler. Kendilerini yenileme
giicline sahip olan kok hiicreler bir bakima diger hiicre tiirleri icin tiikkenmez bir

kaynak gorevi istlenirler (www.tpog.org.tr, Erisim tarihi: 19 Ekim 2009).

Kok hiicreler ii¢ kaynaktan elde edilmektedir. Bunlardan bir tanesi insan ve
hayvan embriyosudur. Bu hiicreler, “embriyonal kok hiicre” olarak adlandirilir.
Embriyonun biiylimesiyle, ileride sperm ve yumurtaya da doniisecek olan
embriyonel kok hiicreler, bu potansiyeli nedeniyle, kullanimi tartigmali bir kok
hiicre kaynagidir. Kok hiicrelerin diger bir kaynagiysa erigkinlerde bulunan ve bir
kac hiicre tipine doniisebilen “eriskin kok hiicreler”dir. Eriskin kok hiicrelere en iyi
ornek, her insanin kemik iliginde bulunan kan kok hiicreleridir (Senel 2002, Ural

2006).

Gilinlimiizde yapilan transplantasyonlarda hematopoetik kok hiicre
kaynaklar1 olarak genellikle “kemik iligi”, “periferik kan” veya “kordon kani”
kullanilmaktadir. Bu nedenle yapilan islemin Kemik iligi Transplantasyonu (KiT)
olarak adlandirilmasi yerine Hematopoetik Kok Hiicre Transplantasyonu (HKHT)
olarak adlandirilmasi daha dogrudur. Ancak, daha alisilmis bir tanimlama oldugu

icin KIT terimi yaygin olarak kullanilmaktadur.

Bazi c¢alismalar, periferik kok hiicre nakillerinin bakteriyemi gibi bazi
komplikasyon risklerinin daha diisiikk olmasi ve engrafman siiresinin daha kisa
olmas1 gibi avantajlar1 nedeniyle kemik iligine goére daha uygun oldugunu

gostermistir (Arai S and Klingemann HG 2003). Ancak, ¢ocukluk cagindaki



donorlerden periferik kok hiicre toplayabilmek i¢in tamamen saglikli olan bir
cocuga disaridan hematopoetik biiyiime faktéri (G-CSF veya GM-CSF)
verilmesinin neoplastik (tlimoral doku) olusumlar1 kolaylastirdiginin anlasilmasi
nedeniyle, son zamanlarda bu uygulamanin ¢ocuk dondrler i¢in ¢ok uygun olmadigi
goriisii kabul edilmektedir. Ayrica aferez i¢in uygun damar yolunun saglanamamasi
da sorun yaratabilmektedir. Bu nedenle, genellikle donérleri ¢ocuk olan pediatrik
hastalarda periferik kok hiicre nakli pek tercih edilmemektedir. (Cocukluk Cagi
Hastaliklarinda Ulusal Kemik Iligi Transplantasyon Endikasyonlari. Pediatrik
Hematoloji Dernegi Pediatrik KIT Alt Komitesi 2001,2002).

Kan kanseri kan hiicrelerinin kontrolsiiz ¢ogalmasi sonucu gelismektedir.
Bu hastalarin bir kismi ilaglarla tedavi edilebilmekte ancak bir kismina da kok
hiicre nakli (kemik iligi nakli) yapilmasi gerekmektedir. Bu durumda hastanin
kendi kemik iligindeki kan hiicreleri c¢esitli ilaglarla veya radyasyonla yok
edildikten sonra saglikli bir kisiden alinan kemik iligi hiicreleri kanserli hastaya
nakledilmektedir. Eger her iki doku arasinda uyum saglanirsa kisa bir siire
icerisinde saglikli kisiden nakledilen kan kok hiicreleri, hastada normal kan

hiicreleri tiretmeye baslar (Senel 2002).

Kemik iligi transplantasyonu (KIT) uygulama yontemleri ii¢c sekilde
yapilmaktadir. Hastaya baska bir kisiden elde edilen kok hiicrelerin nakledilmesi
allojenik KIiT (AKIT) olarak bilinir. Hastanin kendi kemik iliginden elde edilen
materyalin, yabanci hiicrelerden temizlenerek veya sadece temiz hiicrelerin
ayrilmastyla kendisine tekrar verilmesi ise otolog KIT (OKIT) olarak adlandirilir.
Tek yumurta ikiz kardesi oldugunda onun kemik iligi veya kok hiicresi kullanilarak

yapilan allojenik nakil ise singenetik KIT olarak bilinir (Anak 2003).

Son yillarda KIT, giderek artan siklikta malign (k&tii huylu) ve malign
olmayan bir¢ok hastalik tedavisinde kullanilmaya baslanmistir (Dilek ve ark.1998).
Malign hastaliklar i¢ine losemiler, lenfomalar, solid tiimorler, myelodisplastik
sedrom; Malign olmayan hastalik grubuna ise osteopetrosis, ciddi immiin

yetmezlik, Fanconi anemisi, aplastik anemi ve talasemi girmektedir. Asagidaki



tabloda da hangi hastalik i¢in hangi nakillerin yapilabilecegi gosterilmistir (Yilmaz

2004).

Tablo 1: Kemik iligi naklinin uygulanabildigi hastaliklar

Malign Hastaliklar Allojenik Otolog
AML (Akut Miyeloblastik Losemi) + +
ALL (Akut Lenfositik Losemi) + +
KML (Kronik Miyeloid Losemi) + +
MDS (Miyelodisplastik Sendrom) + -
Non-Hodgkin Lenfoma + +
Hodgkin Lenfoma + +
Multiple Miyelom + +

Solid Tiimorler (Noroblastom, Primitif

Noroektodermal Tiimor) ) !
Malign Olmayan Hastahklar Allojenik Otolog
Aplastik Anemi, Fanconi Anemisi + -
Talasemi, Orak Hiicreli Anemi + -
Osteopetrozis + -
Kalitsal Depo Hastaliklar1 (ALD v.b.) + -
Ciddi Kombine Immiin Yetmezlik + -
Wiskott-Aldrich Sendromu + -




2.1.1. Aplastik Anemi (AA):

Aplastik anemide kemik iliginde hematopoetik dokunun yerini yag dokusu
almistir ve ilik tiniform olarak aplaziktir. Aplastik anemide esas kusur, eritrosit,
trombosit ve l6kositleri i¢ine alan kan hiicrelerinin yapim yetersizligidir. Kemik
iligindeki ana hiicrelerin (hematopoetik kok hiicre) sayisal yetersizligi sonucu
yeterli kan lretilememesi ile karekterize bir hastaliktir (Gaman A, Gaman G and
Bold A 2009). Tam kan sayiminda eritrosit, 10kosit ve trombositlerin azalmasina
pansitopeni denir. Cesitli nedenlere bagli olarak kan yapan ana hiicreler tahrip olur.
Kemik iliginin yerini yag dokusu alir ve yeterli kan tiretilemez. Erkekler ve kizlar
esit oranda tutulurlar. Yillik sikligi milyonda 2-6 arasindadir. AA nedenlerinin
%70’1 idiopatik (nedeni belli olmayan)’tir. %30’u sekonder nedenlere bagldir.
Sekonder nedenler ilaglar (siklofosfamid, busulfan), kimyasal ajanlar (insektisitler,
benzen), toksinler, radyasyon, enfeksiyonlar (viral hepatitler, HIV enfeksiyonu,
kizamikgik, influenza, kizamik, kabakulak, CMV, herpes virus, kronik parvovirus,
immiin hastaliklar, genetik vs.) Aplastik anemide kemik iliginde kok hiicre hasarina
bagli olarak hem eritrositer serinin hem miyelositer serinin hem de megakaryositer
serinin yetersizligi s6z konusudur. Agir aplastik anemi hastalarinda en etkin tedavi
secenegi allojenik kemik iligi transplantasyonudur. Kemik iligi transplantasyonu ile
tedavi sans1t %80-100 arasindadir. Aplastik anemide viicudun savunma sistemleri
calismadigindan kansizliga ek olarak enfeksiyona egilim riski artar ve trombositler

azaldigindan kanama egilimi olur (Yalman 2003).

2.1.2. Fanconi Anemisi (FA)

Kemik iligi yetersizligi bir veya daha fazla hemotopoetik serinin yapiminda
azalma olarak tanimlanabilir. Cocukluk c¢aginda gelisen kemik iligi
yetersizliklerinin %30-35’1 kalitsal nedenlere baghdir. Lokositer, eritrositer ve
megakaryositer seri tutulumlar1 olabilir. Bunlar i¢inde en sik goriilenleri Fanconi
Anemisi, Diamond-Blackfan Anemisi, Diskeratozis Konjenita, Schwachmann-
Diamond Sendromu’dur. Fanconi Anemisinde esas problem pluripotent kok
hiicrelerinde DNA zincir tamir defekti olmasidir. Tamir mekanizmasindaki
bozukluk nedeniyle serbest oksijen radikalleri detoksifiye edilemez ve hiicrelere

zarar verir. Bu hastalarda spontan kromozom kiriklar1 olusabilecegi gibi iyonize



radyasyona, alkilleyicilere, kimyasal ajanlara karsi artmis hassasiyet de soz
konusudur. Bu ajanlara maruz kalma sonucu indiikklenmis kromozom kiriklari
meydana gelebilir. Hastalarda kisa boy, basparmak ve kol anomalileri, iskelet
anomalileri, mikrosefali ve mikroftalmi, deride pigment bozukluklari, bdbrek
anomalileri, mental gerilik, cinsel organ anomalileri, kalp defektleri, GIS (gastro
intestinal sistem) anomalileri goriilebilir. Hicbir anomalisi olmayan Fanconi
hastalar1 da olabilir. Siklikla ilk bulgu megakaryositer serinin eksikligine bagh
olarak gelisen trombositopenidir. Daha sonra ndtropeni ve anemi, en belirgin bulgu
haline gelir. Bulgular siklikla 7 yas civari ortaya ¢ikar. Hastalarda trombositopeniye
bagli kanama, nétropeniye bagl enfeksiyonlar, anemiye bagli halsizlik ve tasikardi
gelisebilir. Fanconi anemili hastalar destek tedavileri ile ortalama 25 il
yagayabilirler. Tek etkin tedavi secenegi Kemik iligi nakli’dir. Nakilde de HLA
doku grubu uygun vericilerin kullanilmas1 basar1 sansini arttirir. Nakil yapilmayan
hastalarda androjen ve steroid tedavi yaninda kan ve kan iirtinleri ile destek tedavi

yapilir (Yalman, Saribeyoglu 2003).

Fanconi anemisi %90’1n iizerinde aplastik anemi, %10 civarinda 16semi
veya solid tiimorler ve multipl konjenital defektler ile birlikte olabilen otozomal
resesif bir hastaliktir (Glanz, Fraser 1982). FAA bulgularinda %20 kanser
gelismektedir (Alter, Young, Nathan, Oski 1993).

2.1.3. Losemiler

Kelime anlami “kanda beyazlasma” olan 16semi, normal miyeloid ya da
lenfoid hematopoezin spesifik bir kademesindeki duraklama ve klonal ¢ogalma
sonucu neoplastik hiicrelerin kemik iligi ve diger dokular istila etmesi ve periferik
kanda birikmesi ile karakterize, etiyolojisi bilinmeyen ve tedavi edilmediginde
Oliimle sonuglanan genis bir hastalik grubudur (Neimer and Sallan 1993, Poplack
and Morgalin 1997, Lanzkowsy 1999). Losemik hiicrelerin kemik iligi disindaki
dokularda birikmesiyle olusan kitleler miyeloblastom veya lenfoblastom olarak
tanimlanmig olup bu ekstramediiller tutulumun en sik goriildigi yerler, MSS, cilt,
paranazal siniisler, kemikler, meme dokusu, gonadlar, lenf nodiilleridir. Cocukluk

cag1 losemileri akut, kronik ve konjenital olarak siiflandirilabilir. Akut ve kronik



terimleri hastaliin dogal seyrindeki relatif siireyi yansitir. Bununla beraber burada
akut 16semide immatiir hematopoetik veya lenfoid 6ncii hiicrelerin hakim oldugu,
kronik 16semide ise matiir kemik iligi elamanlarinin hakim oldugu anlatilmaktadir.
Konjenital 16semi ise hayatin ilk 4 haftasi i¢inde ortaya c¢ikan hastalig
tanimlamaktadir. Akut l6semiler, ¢ogalan hiicrelerin morfolojik, immunolojik ve

sitogenetik 6zelliklerine gore baslica iki ana sinifa ayrilirlar
1-Akut Lenfoblastik Losemi (ALL)
2-Akut Nonlenfoblastik veya Myeloid Losemi (ANLL veya AML)

Nadir olgularda, I16semik hiicrelerin mevcut tekniklerle ayrim
yapilmamakta ve bu iki siniftan birisine sokulamamaktadir. Boyle olgularda “Akut
Farklilasmamis Hiicreli Losemi” (AFHL) veya “Kok hiicreli 16semi”den soz

edilir(Kutanis 2005).

2.1.3.1. Akut Lenfoblastik Losemi (ALL)

Lenfositik progenitorlerin malign hastaligt olup tek bir B ya da T hiicre
klonundan koken alir. Blastik hiicrelerin kemik iliginde birikimi ve g¢ogalmasi
kemik iligi baskilanmasimma neden olur. Anemi, nétropeni, trombositopeni ve
bunlara ilskin semptomlar ana bulgulardir. Gonadlar, lenf nodlari, santral sinir
sistemi gibi bir¢ok hiicrenin ekstramedullar bolgenin tutulumu s6z konusu olabilir.
Cocukluk caginda sik olmamakla birlikte herhangi bir yasta gorilebilir.
Muhtemelen farkli biyolojik davranis Ozellikleri nedeni ile ¢ocukluk caginda
prognoz daha iyidir. Tamida kemik iligi aspirasyonu ve sitokimya oldukga

onemlidir (Ozsan 2007).

2.1.3.2. Akut Miyeloid Losemi (AML)

Erken hematopoetik hiicrelerde bir dizi genetik degisiklikler sonucunda
normal hematopoetik biiyiime ve farklilasmanin bozulup, kemik iligi ve periferik
kanda ¢ok sayida anormal immatiir (tam gelismemis) miyeloid hiicrenin birikimi ile
karakterize olan bir hastaliktir. Blastik hiicrelerin bolinme ve proliferasyon
ozellikleri devam ederken, matiir hiicrelere farklilasma kapasitelerinde kayip sz

konusu olmaktadir. AML gelisiminde genetik degisikliklerin (timor supresor gen



kaybi, onkogen mutasyonu gibi) yanisira hematopoetik sitokinlerinde spesifik hiicre
ylizey reseptorleri yoluyla losemilerde hiicre farklilasmasinin diizenlenmesinde,
prognozunda ve patobiyolojisinde 6nemli rol oynadigi bilinmektedir (Bastiirk,

Evke, Karakus ve Tunali 2005).

Akut I6semilerin tedavisinde amag 10semik blastlarin olusumunu durdurmak
ve yok etmek ayni zamanda normal kemik iligi hiicrelerinin c¢ogalip gorev

yapmasini saglamaktir.

2.1.4. Lenfomalar

Cocukluk ¢ag1 kanserlerinde iilkemizde en sik goriilen tiimdrler sirast ile,
l16semiler, lenfomalar, santral sinir sistemi (SSS) tiimoérleridir. Bu {i¢ grup kanser
cocukluk ¢ag1 kanserlerinin yaklasik %60-70’ini olusturur. TPOG (Tiirk Pediatrik
Onkoloji Grubu ) 2002 yili ulusal ¢ocukluk ¢agi kanserleri kayitlarina gore solid
timorler icinde %26,8 orani ile lenfomalar ilk sirayr almaktadir. Genel olarak
lenfomalarin %60’1 Hodgkin dis1 lenfomalar (HDL)’1, %40°1 Hodgkin Hastalig1
veya Hodgkin lenfoma (HL) dir (Ozkan 2005).

2.1.4.1. Hodgkin Dis1 Lenfoma (HDL)

Farkli davranis paterni ve tedaviye cevab ile lenfoproliferatif hastaliklarin
heterojen bir grubudur. HL gibi HDL lenfoid dokulardan ¢ikar ve diger organlara
yayilabilir. Bununla birlikte HDL, Hodgkin hastalifina gore daha ¢ok ekstranodal
yayilim egilimi gosterir. Prognoz histolojik tipe, evreye ve tedaviye baghdir.

(Zhong 2006).

HDL’nin tedavisi ilaclarla (kemoterapi), 1s1n tedavisiyle (radyoterapi) veya
ikisi birlikte yapilmaktadir. Ayrica hastadan kok hiicre toplanarak yiliksek doz
kemoterapi sonrast bu kok hiicreleri tekrar hastaya verme islemi (insentif
kombinasyon kemoterapi ve otolog kok hiicre nakli),yapilan arastirmalara gore,

allojenik kok hiicre nakli daha 6nceden tedavisiz olarak bilinen niiks mantle hiicreli



lenfoma ve ¢esitli kiiciik hiicreli lenfomalar da dahil olmak tizere pek¢ok lenfomada

sifa saglayan bir tedavi secenegi olarak goriilmektedir (Foster 2006).

2.1.4.2. Hodgkin lenfoma (HL)

Retikiiloendotelyal sistem ve lenfatik sistemin malign hastaligidir. Birbirini
izleyen lenf nodalar araciligi ile yayilir. Ekstralenfatik organ yayilimi nadirdir. HL
hastaliginda bir¢ok sitokin salinimi sézkonusudur ve bunlarin hastalik semptom
tablosunun olugmasinda da etkileri vardir. IL-1; lenfoproliferasyona (lenfosit
sayilarinin hizli artmasi), ates, gece terlemesine, IL-2; immiin yetmezlige, IL-5;
eozinofilik infiltrasyona (eozinofil birikimi), TNF-alfa; kilo kaybina, TNF-beta;

fibrozise (hiicreler aras1 bag dokusunun artmas1) etki ederler (Ozkan 2005).

2.1.5. Hemofagositik Lenfohistiositoz (HLH)

Hemofagositik sendrom (hemofagositik lenfohistiositoz, HLH) histiositoz
grubu hastaliklar iginde makrofajlarla iligkili olan grupta yer alir. HLH tek bir
hastalig1 degil, farkli durumlarin ayni tipte inflamatuvar yanit fenotipini oluturdugu
bir klinik sendromu temsil eder. Sitotoksik T-lenfositler ve dogal katil (natural
killer, NK) hiicrelerin fonksiyonlarinda bozulma, makrofaj ve T-lenfositlerin
aktivasyonu, proinflamatuvar sitokinlerin agir1 liretimi ve hemofagositoz sonucu
ates, hepatosplenomegali ve sitopeninin 6n planda oldugu klinik tablo ile
karakterizedir. HLH primer ve sekonder olmak iizere iki farkli gruba ayrilir (Oren

2007, Filipowich 2009).

HLH hastalarinda deksametazon, cyclosporin A ve etoposidden olusan HLH
protokolii kullanilarak remisyon (hastalik belirtilerinin sonmesi) saglanabilir. Tam
kiir ancak kok hiicre transplantasyonu ile miimkiindiir. Kok hiicre transplantasyonu
yapilmayan olgular hastalik belirtilerinin tekrar ortaya cikmasi (relaps) ile
kaybedilir. Balangic bulgular1 hafif olan ailevi HLH’li olgular steroid ve
immunglobulin ile remisyona girebilir. HLH’da kok hiicre transplantasyonu ilk kez
1986 yilinda uygulanmis ve basarili olmutur. HLA uygun kardesten yapilan

transplantasyon sonuglar1 daha iyidir. Haploidentik veya aile dis1 dondrden yapilan



transplantasyon basarisi daha azdir. Kordon kani1 transplantasyonu ile kiir saglanmis
olgular vardir. Transplantasyon sonras1 yasam %50 dolayindadir. %32 olguda evre
II-IV akut GvHD (Graf versus Host Hastalig1), %9 olguda kronik GvHD gelistigi,
transplantasyona bagli 6lim oraninin yliksek oldugu, pulmoner ve hepatik
komplikasyonlarla olgularin kaybedildigi, hazirlik rejiminde daha diisiikk doz
sitotoksik ila¢ kullanimi ile sag kalimin artt181 bildirilmektedir (Oren 2007).

2.2. Kok Hiicre Uygulama Siireci

Kok hiicre uygulama siireci (transplantasyon) toplam bes asamadan olusur.
1- Degerlendirme-katater yerlestirme

2- Mobilizasyon ve kok hiicre toplanmasi (Allojenik kemik 1iligi

toplandiginda hastaya dondurmadan direkt verilebilir.)
3- Yiiksek doz kemoterapi tedavisi (kondisyon tedavisi)
4- Kok hiicrelerin verilmesi (transplant)
5- Engrafmant ve iyilesme

Hasta genellikle iki veya ii¢ giin tibbi yonden degerlendirilmektedir. Tibbi
degerlendirmenin amac1 nakil oncesi klinik ve laboratuvar verileri saglamaktir.
Nakil oncesi giinler ““ - ”den baglar (-8. giin vb), nakil yapilan giin sifirinct giin ve
sonraki giinler “ + ” (+3. giin vb.) olarak sayilir. Bu siirecte 6zellikle enfeksiyonun
onlenmesi konusuna yonelik aileye egitim verilmektedir. Kok hiicreler periferik
olarak bir donér veya hastadan aferez denilen islemle toplanmaktadir. Hastanin
kan1 hiicre ayiran ara¢ yardimiyla alinmakta ve kok hiicreler ayrilmaktadir. Yeterli
kok hiicre toplanmasi i¢in mobilizasyon rejimine bagli olarak genellikle iki veya
daha c¢ok aferez islemi gerekebilmektedir. Aferez (kan icindeki bilesenlerin
ayrilmasi) islemine baslamadan o©nce mobilizasyon ilaglarinin verilmesi
gerekmektedir. Mobilizasyonun amaci daha ¢ok kok hiicre iiretmek ve periferik
kana daha ¢ok kok hiicre katilimini saglamak i¢in kemik iligini uyarma islemidir.
Bu amagla koloni stimulan faktér (CSF) (Neupogen, lequine vb.) kullanilmaktadir.
Kemoterapiden 24 saat sonra CSF uygulanmaktadir. Kan sayimlari en alt seviyeye
diiserek, iyilesme ve aferez baslayacaktir. CSF tek basina kullanilirsa 6-7 giin

verilebilinmektedir. 5.giin veya beyaz kan sayimlari normal degerlerde oldugunda
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afereze baglanmaktadir. Bir aferez isleminde kok hiicreler sayilmakta ve
dondurulmaktadir. Kok hiicrelerin yasam omrii 6-7 gilindiir. Bu dondurma islemi
inflizyon zamanina kadar hiicrelerin zarar gérmesini dnlemek i¢in yapilmaktadir.
Yogun ve yliksek doz kemoterapi hastay1 nakile hazirlamaktadir. Bu rejimin amaci
rezidiiel (kalan) malign hiicreler kadar kendi kemik iligini de tamamiyla yok
etmektir. Son doz kemoterapiden 24-48 saat sonra, hastaya kok hiicrelerin yeniden
verilmesi en uygun donem olup bu giine “reinfiizyon giini ” denmektedir.
Engrafman i¢in tam kan sayimlar1 takip edilmekte ve engrafmanin gergeklesmesi,
nakledilen kok hiicrelerin hasta tarafindan kabul edildigini gostermektedir.
Enfeksiyon olmadigi, absolute (mutlak, saf) nétrofillerin 1000’in iizerinde oldugu
zaman engrafmanin gerceklestigi kabul edilebilmektedir. Bir¢ok otolog transplant
alicisi, kok hiicrelerin verilmesinden 20-30 giin sonra evlerine gidebilmektedirler.
Allojenik transplant alicilar1 daha uzun siire hastanede kalmaktadirlar. Bir¢ok hasta,
nakil sonrasinin 4. giinii ile 10. giinii arasinda (akut donem) bulanti-kusma, diyare
ve mukozit gibi yasami tehdit edici boyutta ciddi yan etkiler yasayabilmektedir. Bu
nedenle, tedavi diizenine +1. giinden baslayarak profilaktik antibiyotikler,
antidiyareikler, antifungal ve antiviral ajanlar, antiemetikler ve CSF uygulamasi

eklenebilmektedir (Yi1lmaz 2004).

Kemik iligi, baslangicta sternum, kostalar ve iliak kemik gibi kemiklerde
uygulanmis olsa da, giiniimiizde iliak kemikten ilik toplama daha yaygin hale
gelmistir. Steril kosullarda, genel anezstezi altinda gerceklestirilen kemik iligi
toplama isleminde kemik iligi, bu amag i¢in 6zel olarak iiretilmis metal ignelerle
iliak kemikten aspirasyon yolu ile alinir. Dondériin kilosuna gore (yaklasik kg basina
200 ml kemik iligi) hesaplanan miktarda toplanan ilik, allojenik nakillerde
genellikle dogrudan infiizyon yolu ile hastaya verilirken, otolog nakil durumunda

dondurularak saklama asamasina gecilir.

Kemik iligi transplantasyonu oOncesi, donoriin (vericinin) rapel asi ile
asilanmasi, alicilarda spesifik antikor (Ab) seviyelerini yiikseltmekte veya spesifik
antikor gelistirme oranlarmni arttirmaktadir. Allojenik KIT alicilarma donér

immunitesinin transferi gosterilmektedir. Saglikli veya GvHH (Graft Versus Host
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Hastalig1) gelisimi gdzlenen KIT alicilari, transplantasyon sonrasi bir yila kadar
spesifik antikor gelistirememektedir. KIT alicilarini infeksiyona karst korumak ve
spesifik antikor titrelerini arttirmak icin uygun asilarla immunize edilmeleri
onerilmektedir (Yilmaz 2004). Hematopoetik kok hiicre transplatasyon alicilari,
miyeloablatif (yiiksek doz) tedavi sonucu birka¢ hafta pansitopenik (kandaki
16kosit, eritrosit ve trombositlerde azama) kalmakta ve altta yatan hastalik, kemo-
radyoterapi, graft rejeksiyonunu (verilen iiriin reddi) 6nlemek ve GvHH profilaksisi
icin immiinosupresif (bagisiklik sistemini baskilayici) tedavinin aylarca siirmesi
gibi nedenlerle uzun dénem immiinosiiprese kalmaktadirlar. Bu 6zellikler nedeniyle
allojenik ve otolog kok hiicre transplant hastalar1 yiiksek enfeksiyon riski

tasimaktadir (Dilek ve ark. 1998).

Hematolojik malignitelerin ¢ogunda allojenik nakil igin standart
endikasyonlara bakildiginda remisyonda olma sarti vardir. Remisyon, hastalik
belirti ve bulgularinin ortadan kalkmasi, hastanin diizelme gdstermesi halidir.
Kalic1 veya gecici olabilir. Allojenik nakil i¢in doku grubu uyumu gereklidir. Anne
ve babadan gelen HLA (Insan 16kosit antijenleri) A, B ve DR antijenlerinin alic1 ve
verici arasinda bire bir uygunluk (6/6) gostermesi full-match, tek bir antijen
uygunsuzlugu (5/6) tek mis-match olarak ifade edilmektedir. HLA uyumsuzlugu
arttikca graft versus host hastaligi (GVHH) gelisimi, graft yetmezIligi ve transplanta
bagli 6lim olasilig1 artmaktadir. Hazirlama rejimiyle, hastalikli kemik iligi ve
timor dokusunun yok edilmesi amaclanirken, alicinin immiin sisteminin
baskilanmasiyla da vericiden alinan kok hiicrelerin reddi engellenmektedir. En sik
kullanilan hazirlama protokolleri siklofosfamid, busulfan, tiim viicut 1ginlamasi
(TVI), sitozin, arabinozid, etoposid ve nitroziirelerin degisik kombinasyonlarindan
olugsmaktadir. Hastaya infiize edilen kok hiicrelerin kemoterapiden etkilenmemesi
icin, kemoterapinin son dozu ile nakil arasinda en azindan 36 saatlik siire
birakilmaktadir. Kemik iligi kaynakli kok hiicreler, genel anestezi altinda genellikle
pelvis kemiginden, aspirasyon ile elde edilmektedir. Transplant sonrasi erken
donemde bakteriyel, fungal ve viral enfeksiyonlar siktir. Transplant iliskili
Olimlerin ¢ogu 1ilk 100 giinlik donemde gerceklesmektedir. Baslangicta
komplikasyonlar hazirlama rejimiyle ilgiliyken, engrafman sonrasi donemde

transplant ile iligkili diger komplikasyonlar gozlenmeye baglar. Nakil sirasinda
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kondiisyon rejimi ve ek tedaviler yasamsal bazi organlara zarar verebilmektedirler.
Nakil i¢in kondiisyon rejimi 6ncesi ve sirasinda kemoterapi alan hastalarda goriilen,
genellikle naklin ilk ti¢ haftasinda meydana gelen Veno-okluziv hastalik (VOD), bir
karaciger hastaligidir. Ani kilo alma, asit, sarilik ve sag iist kadranda agr1 gibi klinik
bulgular1 vardir. Otolog nakil hastalarinda VOD orami diisiik olup allojeniklerde
daha cok goriilmektedir. Karaciger lizerindeki baskiy1 azaltmaktan bagka tedavisi
yoktur. Ilk on giinden baslayarak aGVHH (akut graft versus host hastalig)
geligebilmektedir. Yani hastaya verilen saglikli hiicrelerin bir kismi, bu yeni ortami1
yabanci olarak algilar ve savunmasiz olan yeni viicuda zarar vermeye baslar, bir
anlamda alicty1 reddeder. Bu durum da barsaklar, karaciger, cilt ve akcigerleri
oncelikle hedef almaktadir. Alicinin aktive olmus hiicreleri hazirlama rejimine
reaktif olarak IL-1 (Interlekiin-1), TNF-alfa ve IL-6 gibi inflamatuar sitokinleri
salgilamaktadirlar. Inflamatuar sitokinlerin varligi ve cilt veya mukozadaki
lipopolisakkarit artig1 ikincil immiin uyariyr arttirir. Hiicre Oliimiine katkida
bulunan sitokin salinimi aktive lenfositlerden kaynaklanmaktadir. Bu hiicreler daha
sonra alicinin c¢esitli hiicrelerine “Fas ve perforin” vasitasiyla saldirmaktadirlar.
“Fas ve perforin” ise, alicinin hiicrelerinde apoptozu tetikleyerek hiicre oliimiine
yol agmaktadir. Thl hiicreleri diger taraftan makrofajlar1 uyararak TNF, IL-1 gibi
cesitli inflamatuvar sitokinlerin ve nitrik oksitin yapimini arttirmaktadir. Bu durum
da dokulardaki hasari arttirir. Hasta taburcu olduktan aylar sonra veya nakli izleyen
haftalarda cGVHH (kronik graft versus host hastaligi) ortaya ¢ikabilmektedir. Bu
da, kisinin bagisiklik sisteminin daha da zayiflamasi, biisbiitiin savunmasiz kalmasi
demektir. Yani kolayca infeksiyon kapabilir. Basit bir uguk veya bogaz
infeksiyonundan Olebilmektedir. Cilt esmerlesmektedir. Gozde goérme kaybina
giden iltihabi olaylar gelisebilmektedir. Nakli takiben gelisen major organ
yetmezlikleri olan VOD ve GvHD yaninda birde renal yetmezlik vardir. Allojenik
nakil yapilan hastalarda sik gelismektedir. Renal yetmezligin 6nlenmesi i¢in serum
kreatin diizeyini izlemek ve ¢ocugun aldig1 ve ¢ikardig: sivi izlenimini yapmak son
derece Onemlidir. Renal kan akimi agisindan giinlik sivi yonetimi Onemlidir

(Yalman 2003, Yilmaz 2004).

Kok hiicre nakli i¢in uygun dondrii olan hastalar tranplantasyona

hazirlanmaktadir. Bu ¢ergevede hastalarin ve donérlerin organ fonksiyonlari, viriis
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vb (6r: CMV, HIV, toksoplazma vb) enfeksiyonlar i¢in serolojik durumlari,
hastanin enfeksiyon odaklari (6r: disler, paranasal siniisler, akcigerler vb) agisindan
degerlendirilmektedir, dondriin isleme uygun olup olmadigi incelenmektedir.
Donér ile hasta arasinda kan grubu uyumsuzlugu nakile engel olmaz ancak
durumuna uygun ¢oziimsel prosediirler planlanmaktadir. Nakilden 6nce hastalara
hazirlik rejimi adi altinda yiiksek doz kemoterapi (bazen ek olarak radyoterapi)
uygulanmaktadir. Bu uygulamanin bir amaci, malign hastaliklarda hastanin habis
klonunu, malign olmayan hastaliklarda ise hematopoietik dokuyu ortadan
kaldirmaktir. Bir diger amag ise alici (hasta) immiin sistemini baskilayip donor kok

hiicrelerinin reddedilmesini dnlemektir (Soysal 2005).

Kemik Iligi Transplantasyonu; hasta iyilesmesi igin ¢ok dnemli bir gelisme
olmakla birlikte, gerek transplantasyon Oncesi, gerekse transplantasyon sonrasi var
olan ciddi ve kombine yetmezlik nedeni ile infeksiyonlar énemli morbidite ve
mortalite nedeni olarak karsimiza cikabilmektedir. Gerek ‘“periferik kok hiicre”
gerekse “kemik iligi” nakli uygulanan hastalarda, nakil sonrasi karsilagilan
infeksiyonlar, hakim olan immun yetmezlikle iliskili olmak {izere baslica 3 evrede
incelenebilir. Bunlardan I. donem; Engrafman oncesi donem veya nakil sonrasi
erken donem olarak da tanimlanmaktadir. Transplantasyonla baglar ve 30 giin
civarinda, engrafmana kadar siirmektedir. Bu donemde infeksiyon riski ile yakin
iligkisi olan 2 ana defekt s6z konusudur. Bunlar, “Né&tropeni” ve “ Anatomik
bariyer hasar1” dir. Kataterler de infeksiyon kaynagi olarak 6nem tasimaktadir. Bu
donemdeki bir KIT alicisi, hematolojik maligniteli bir nétropenik hasta gibi
diistintilmelidir. Febril nétropenik epizodlarin (yliksek atesin eslik ettigi ndtropenik
ataklar) yaklasik %60’1 infeksiyonla iliskilidir ve siklikla bakteriyel etkenlerle
karsilagilmaktadir. Ayrica bu donemde, HSV reaktivasyonu ve ikincil
infeksiyonlarla iliskili mantarlar sorun olabilmektedir. Bu déonemde infeksiyon riski
transplantasyon tipinden bagimsizdir ancak otolog alicilarda engrafman daha erken
gerceklesmektedir. II. donem, Engrafman sonrasi erken donem (30-100. giinler)
olarak da tanimlanmaktadir. Bu dénemde infeksiyon riski ile yakin iligkisi olan en
onemli sorun “Hiicresel immun yetmezlik” ve ‘“Anatomik bariyer hasari”dir.
Siklikla viral ve protozoer etkenlerle karsilagilmaktadir. Bu etkenler arasinda CMV

¢ok onemlidir. KIT alicilarinin %50’sinde CMV infeksiyonu gelismektedir.
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Infeksiyonun hastaliga doniismesi ile en sik gelisen tablo ise “intersisyel pndmonit”
tablosudur. Ayrica bu donem “Aspergillus” infeksiyonlar1 i¢in 2. pik donemdir.
Gene hepatosplenik kandidiazis ve P. carinii infeksiyonlar1 sorun olabilmektedir.
Alojenik KIT alicilarinda bu dénemde infeksiyon gelisme insidansi daha yiiksektir.
Ayrica GVHH (graft-versus host hastaligil) olup olmadigi ve siddeti de infeksiyon
riski ile yakin iligkilidir. III. dénem, engrafman sonrasi ge¢ donem (>100. giin)
olarak da tanimlanmaktadir. Bu donem pek c¢ok infeksiyon sikliginin azaldigi
donemdir. Ancak kronik GVHH gelisenlerde immun sistemdeki iyilesme
gecikmektedir. Bu nedenle hiicresel ve humoral immun yetmezlik ve anatomik
bariyerlerdeki bozukluk ve fonksiyonel aspleni ile iligkili infeksiyonlar, etkin
antiviral profilaksi nedeni ile bu donemde ge¢ CMV infeksiyonlar

goriilebilmektedir (Engels, Ellis and Supran 1999, Leather and Wingard 2001).

2.3. Sitokinler
Sitokinler viicudun tiim hiicreleri arasindaki iletisimi saglamada maj6r rol
oynayan kiigiik proteinlerdir. Bunlar {liretimlerinden hemen sonra salinir ve daha
sonra ayni hiicrede, komsu hiicrede ve aktif transport sonrasi lenfatik sistem veya
kan dolasimi yolu ile uzak mesafelerde spesifik membran reseptor baglantilar ile
etkileri ortaya c¢ikmaktadir. Sitokinler farkli gruplara boliinmiistiir. Bunlar
interlokinler, interferonlar, koloni stimiile eden faktorler, kemokinler ve biiylime

faktorleridir (Giindiiz ve Er 2000).

Sitokin salinimi kisa, kendini sinirlayan bir olgudur. Genel olarak sitokinler
onclil molekiiller olarak depolanmazlar ve yeni gen transkripsiyonu ile
baglatilmaktadir. Bu nedenle sitokin salinimi gecici ve hizli gergeklesmektedir.
Sitokinler, diger polipeptid hormonlarda oldugu gibi hedef hiicrenin 6zel membran
reseptorlerine baglanarak etkilerini baslatmaktadirlar. S6z konusu hiicre, sitokini
salgilayan hiicrenin kendisi (otokrin etki), komsu hiicre (parankin etki) veya diger
gercek hormanlarda oldugu gibi dolagima salinan sitokinler tarafindan uyarilan

uzaktaki bir hiicre olabilmektedir (Giineri, Ozmen, Bayindir 1997).
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2.3.1. Sitokinlerin Genel Ozellikleri
Sitokinler ¢ok genis bir protein grubu olmakla birlikte bu molekiillerin ortak

bircok dzellikleri vardir (Giineri, Ozmen, Bayindir 1997).

1- Sitokinler dogal ve spesifik immiinitenin efektor fazinda
iiretilmektedirler. Bagisikligi, inflamatuvar yanitlarin olusmasini ve diizenlenmesini

saglamaktadirlar.
2- Salinimi hizl ve gegicidir.
3- Cesitli hiicreler tarafindan tiretilmektedirler.
4- Bircok hiicre tipine etki etmektedirler.

5- Ayni hedef hiicrede farkli birgok etkileri vardir. Bazi etkiler ayni anda

meydana gelirken, bazi etkiler farkli zaman araliklariyla olusabilmektedir.
6- Etkinligi genellikle gereginden fazladir.
7- Bir sitokin diger sitokinlerin sentezini etkilemektedir.

8- Genellikle diger sitokinlerin fonksiyonunu etkilemektedirler. iki sitokin
birbirini antagonize edebilmekte, additif etki gosterebilmekte veya bazi durumlarda

sinerjistik etki gosterebilmektedirler.

9- Diger polipeptid hormonlarda oldugu gibi hedef hiicrenin yiizeyindeki
0zel membran reseptorlerine baglanarak etkilerini baslatmaktadirlar.

10- Sitokinlere verilen hiicresel yanitlarin ¢ogu yeni mRNA ve protein
sentezini gerektirmektedir.

11- Sitokinler hiicre boliinmesini diizenler ve boylece biiylime faktorii gibi
etki etmektedirler.

12- Birgok sitokin reseptorii 6zel sinyaller tarafindan olusturulmaktadirlar.

Tiim sitokinler arasinda inflamasyonun fizyopatolajisinde baslica 6nemli rol
oynayanlar arasinda TNF-alfa. IL-6 (interlokin-6), IL-1, IL-2, IL-8 gelmektedir
(Giineri, Ozmen, Bayindir 1997).

2.3.2. Tiimor Nekrozitan Faktor (TNF)
TNF mononiikleer fagositlerden kaynagini almaktadir. T hiicreleri aktive

“naturel killer” (NK) hiicreleri ve aktive mast hiicreleri bu proteini
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salgilamaktadirlar. Iki cesit TNF vardir. Bunlar genelde aktif makrofajlardan
salinan TNF-alfa (orijinal olarak kasektin de denir) ile aktif T hiicrelerinden salinan
TNF-beta (lenfotoksin)’dir (Giineri, Ozmen, Baymndir 1997, Giindiiz ve Er 2000).
TNF diisiik yogunluklarda I6kosit ve endotel hiicreleri i¢in lokal olarak parakrin ve
otokrin diizenleyicidir. Saglikli bireylerde plazma TNF diizeyleri 0-35 pg/ml
arasinda degismektedir. TNF’nin baglica biyolojik etkileri sunlardir (Giindiiz ve Er
2000):

1- Lokositlere kars1 endotel hiicre ylizeyini adezyon molekiilleri araciligi ile
daha yapiskan hale getirerek damar endotel hiicrelerinin yeni yiizey reseptorlerinin

disa salmalarina neden olmaktadir.

2- Enflamatuvar l6kositleri 6zellikle notrofilleri mikroorganizmalari

oldiirecek sekilde aktive etmektedir.

3- IL-1, IL-6, kemokinleri ve TNF’nin kendisini Uretmek iizere
mononiikleer fagositleri ve diger hiicre tiplerini uyarmaktadir. IL-6 ile sinerjik etki

gostermektedir.
4- Viruslara kars1 interferon benzeri koruyucu etki gostermektedir.

5- Endojen pirojen olarak etki ederek atesi yiikseltmektedir. Bu etkiyi IL-1
ile birlikte yapmaktadir.

6- Mononiikleer fagositler ve vaskiiler endotel hiicrelerine etki ederek IL-1
ve [1-6’nin salinimin1 uyarmaktadir.

7- Hepatositlere etki ederek akut faz proteinlerinin (eritrosit sedimantasyon
hiz1 (ESH), C reaktif protein (CRP) gibi sentezini uyarmaktadir.

8- Damar endotelinin prokoagulan ve antikoagulan aktiviteleri arasindaki
dengeyi degistirerek pihtilagsma sistemini aktive etmektedir.

9- Kemik iligini baskilayarak ana hiicre bdliinmesini engellemektedir.

10- Deney hayvanlarina uzun siire verildiginde kasektik metabolik

degisikliklere neden olmaktadir. Kaseksi, TNF ile uyarilan istah azalmasi sonucu

olusmaktadir.

11- Damar diiz kasmi gevseterek kan basincini ve doku perfiizyonunu
azaltmaktadir. Bu etkiyi prostasiklin ve nitrik oksit (NO) gibi damar genisleticileri
uyararak indirekt yoldan yapmaktadir.
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12- Intravaskiiler koagulasyona neden olarak doku perfiizyonunu

azaltmaktadir.

13- Miyokard kasilabilirligini azaltarak doku perfiizyonunu azaltmaktadir

(Glindiiz ve Er 2000).

2.3.3. Interlékin-6 (IL-6)

IL-6, mononiikleer fagositler, damar endotel hiicreleri, fibroblastlar ve epitel
hiicreleri ile bazi aktive T hiicreleri tarafindan sentez edilen, yaklasik 26 kD
agirhiginda bir proteindir. IL-6’nin en iyi tamimlanan etkileri hepatositler ve B
lenfositleri iizerinedir. IL-6, B lenfositlerinin immunoglobilin salinimi i¢in bir
kofaktor olarak rol oynamaktadir. Yani B lenfositlerinin ayrigma siralamasinin geg
donemlerinde, B lenfositleri i¢in biiyiime faktorii olarak rol oynamaktadir. IL-6’nin
monositler tarafindan sentezi, IL-10 tarafindan baskilanmaktadir (Giindiiz ve Er

2000).

2.4. Hepsidin
Hepsidin ilk olarak insan idrarinda ve serumda kesfedilmis, karacigerden
sentezlenen, dolasimda bulunan idrarla atilan bir peptid hormondur.
Bagirsaklardaki demir emiliminin, makrofajlardaki demir dongiisiiniin ve hepatik
depolardan demir saliniminin homeostatik diizenleyicisi olarak tanimlanmaktadirlar

(Basol, Barutguoglu, Bozdemir 2007).

2001 yilinda Park ve arkadaslar1 (Park, Valore, Waring, Ganz 2001) ¢esitli
insan viicut sivilarinin antimikrobiyal 6zelliklerini incelerken, idrarda karaciger
kaynakl1 ( hep-) ve invitro antibakteriyal 6zelliklere (-cidin ) sahip yeni bir peptid
bulmus ve onu hepsidin (hepatik bacteriocidal protein) olarak adlandirilmistir. Es
zamanli fakat bagimsiz olarak 2000°de Krause ve arkadaslari (Krause, Neitz,
Magert 2000) ayn1 peptidi plazma ultrafiltratindan izole etmistir. LEAP-1 (Liver-
Expressed Antimicrobial Peptid) olarak kesfedilen hepsidinin sistemik demir

homeostazindaki rolii, diyetle demir yiiklenen faralerin karacigerinde hepsidin
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mRNA’smin asir1 eksprese oldugunun gézlenmesi ile fark edilmistir (Pregion, Ilyin

ve Courselaud 2001).

19q13.1 kromozomal bdlgede yer alan insan hepsidin geni (HAMP; OMIM
606464), 84 amino asitlik onciil bir protein olan pre-prohepsidini kodlamaktadir.
Pre-prohepsidin, enzimatik ayrilma sonrasi 64 amino asitlik pro-hepsidin peptidi
olarak endoplazmik retikulum liimenine aktarilmaktadir. 39 amino asitlik 6ncii
peptidin posttranslasyonel olarak ayrilmasi sonucu, 25 amino asitlik matiir (olgun)
biyoaktif hepsidin-25 olusmaktadir. Karacigerde sentezlenen, plazmada bulunan ve
idrarla atilan hepsidinin 25 amino asitlik formun yam sira idrarda, muhtemelen 25
amino asitlik formun yikim {iriinleri olan 20 ve 22 amino asitlik formlar1 da

bulunmaktadir (Ganz ve Nemeth 2006, Kemna, Tjalsma, Willems, Swinkels 2008).

Niikleer manyetik rezonans spektroskopi ile yapilan ¢alismalarda biyoaktif
hepsidinin, 4 disiilfid bag: ile stabilize olan beta-tabaka firkete yapisina sahip
oldugu ve bu aglardan birinin alisilmisin disinda, doniiste yer alan, komsu bir

distiilfid bag oldugu gosterilmistir (Hunter, Fulton, Ganz, Vogel 2002).

2.4.1. Hepsidinin biyolojik islevleri
Hepsidinin viicutta antimikrobial ve demir diizenleyici olmak {izere en az iki

islevi vardir (Basol ve ark. 2007).

Insan hepsidini invitro olarak, 10-30 mM gibi ¢ok yiiksek
konsantrasyonlarda antibakterial ve antifungal o6zellikler gostermektedir. Idrar
hepsidin konsantrasyonu 3-30 nM (10-100 ng/ml) araligindadir ve infeksiyonlar
sirasinda 10 kata kadar artabilmektedir. Bu ylizden hepsidinin idrarda

antimikrobiyal etki gdstermesi olas1 degildir (Ganz 2005).

Diyetsel demir ile hepsidin sentezinin arttiginin gozlenmesi ile hepsidinin
demir metabolizmasinda yer aldigi diisiiniilmiis ve transgenik fare modellerinde

hepsidin eksikligi ve fazlaliginin etkileri incelenerek hepsidinin, barsakta demir
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emiliminin, plasentadan demir taginmasinin ve makrofajlardan demir saliniminin

negatif diizenleyicisi oldugunu gostermistir (Ganz 2005).

Hepsidin, viicut savunmasi, inflamasyon ve demir metabolizmasi arasinda
onemli bir bag olusturmaktadir. Infeksiyon ve enflamasyonla hepsidin sentezinin
belirgin olarak arttig1 ve IL-6"nin bu artistan sorumlu uyarici oldugu ¢esitli hayvan
ve insan calismalarinda gosterilmistir. IL-6 inflizyonu yapilan goniilli kisilerde
saatler icerisinde idrarda hepsidin atilimmin 7,5 kat artti§i, bu artisa serum
demirinde ve transferrin saturasyonunda %30 azalmanin eslik ettigi goriilmiistiir
(Ganz 2006). Benzer sekilde subkutan turbentin (terebentin, neft yagi) enjeksiyonu
ile olusan inflamasyon sirasinda, normal farelerin serum demirinde belirgin bir
azalma goriiliirken, hepsidinden yoksun ve IL-6’dan yoksun farelerde bu cevabin

kayboldugu gozlenmistir (Ganz 2006, Flanagan, Truksa, Peng, Lee, Beutler 2007).

Nemeth ve arkadaglar1 2003 yilinda yaptig1 bir ¢alismada transfiizyonla
indiiklenmis demir yiiklenmesi infeksiyonu ve inflamatuvar hastaligi olan
hastalarda idrarda hepsidinin atiliminin belirgin olarak arttig1, invitro IL-6 ile
hepsidin mRNA’sinin belirgin olarak indiiklendigi gézlenmistir. Bu ¢alismada elde
edilen sonuglar, insan hepsidinin bir tip 2 akut-faz proteini oldugunu gostermistir

(Nemeth, Valore, Territo, Schiller, Lichtenstein, Ganz. 2003).

Kemna ve arkadaglar1 2005 yilinda 10 saglikli goniilliiye lipopolisakkarid
enjeksiyonu yaparak olusturduklar1 invivo insan endotoksemi modelinde,
enjeksiyon sonrast 3 saatte IL-6 diizeylerinin, 6 saatte idrar hepsidin diizeylerinin
arttigini, bunu takiben serum demir diizeylerinin belirgin olarak azaldigini

gozlemlemistir (Kemna, Pickkers, Nemeth, van der Hoeven, Swinkels 2005).

Inflamasyon sirasinda artan hepsidin diizeyleri, makrofajlar, hepatositler ve
duodenal enterositlerde ferroportinin hiicre i¢ine alinimini ve yikimini uyarmakta,
boylece demirin bu hiicrelerde tutulmasmma ve plazmaya demir akisinin

onlenmesine yol agmaktadir. Saatler igerisinde, geng eritrositler tarafindan demirin
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siirekli kullanilmas1 plazma demirini azaltarak, hipoferremiye yol agmaktadir (Ganz

ve Nemeth 2006).

Bu caligmalardan elde edilen sonuglar IL-6 — hepsidin aksinin hipoferremik
cevapta kritik bir Oneme sahip oldugunu ve hepsidinin inflamasyondaki

hipoferrimide rol alan temel araci oldugunu gostermektedir (Basol ve ark. 2007).

Insan karaciger hiicre Kkiiltiirleri, fareler ve goniilliilerle yapilan bir
calismada IL-6’nin enflamasyon sirasinda hepsidin iiretimi i¢in gerekli bir sitokin
oldugu ve IL-6 ile hepsidin aksinin inflamasyondaki hipoferremiden sorumlu

oldugu gosterilmistir (Lee, Peng, Gelbart, Wang, Beutler 2005).

Enfeksiyon, enflamasyon anemisinde olusan hipoferrinemi hastanin
savunma mekanizmalarindan biridir. Bu durumdan sorumlu hormon da hepsidindir.
IL-6 ve diger sitokinlerle hepsidinin artti§1, hemoglobin sentezi ve eritropoez i¢in
kullanilacak demiri, demir emilimini engelleyerek ve retikuloendotelyal sistemde
demir blokaji yaparak azalttig1, hepsidinin arttig1 biitiin durumlarda anemi oldugu
klinik durumlarda gosterilmistir (Wrighting, Andrew, Lichtman 2003, Falzacappa,
et al. 2007). Talasemi major hastalarinda da iiriner hepsidin diizeyi transfiizyondan

sonra 6nemli derecede artmaktadir (Kearney et al 2007).

Hepsidin sentezi inflamasyonda veya asir1 demir yiiklenmesinde biiytlik
oranda artmaktadir. Transgenik fare modellerinden elde edilen kanitlarda hepsidin
ince barsaklarda demir emiliminde, plasentadan demir tasinmasinda ve makrofajlar
(kan dukusundaki monositlerden farklilasarak olusan mikroorganizmalari fagosite
edip yok eden bag dokusu hiicresi)’dan demir agiga ¢ikmasinda negatif diizenleyici
olarak gorev yapmaktadir. Hepsidinin anahtar rolii juvenil (genglige ait)
hemokromatozisi olan iki ailede homozigot olarak etkilenmis hepsidin gen
mutasyonu ile dogrulanmistir (Ganz 2003). Inflamasyon anemisinde hepsidin yiiz
kat artis gostermektedir ve makrofajlarda demir sekresyonunda ve bu tiir anemilerin
tespitinde Olciilebilmektedir. Hepsidinin kesfi ve demir metabolizmasindaki

roliiniin tespiti, inflamasyon anemisinde ve hemokromatoziste yeni tedavi
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yaklasimlarinda yol gosterici olabilmektedir (Ganz 2003). Kronik inflamasyonlarda
demirin makrofajlara gecisi Ozellikle eritrofagositosis ve protein divalent metal
transporter 1 (DMT-1) transmembran proteini yoluyla gerceklesmektedir (Andrews
1999).

Mikroorganizmalarin invazyonu, maligng hiicrelerin dolasimda bulunmasi
veya otoimmiin disregiilasyon T-hiicrelerinin (CD3+) ve monositlerin
aktivasyonuna neden olarak kronik hastalik anemisinin altinda yatan temel
patafizyolojik mekanizmay1 olusturmaktadirlar. Bu hiicreler immiin mekanizmay1
uyarmakta ve T hiicrelerinden interferon, monosit ve makrofajlardan TNF-alfa, IL-
1, IL-6 ve IL-10 salgilanmasina yol agmaktadirlar. IL-6 ve liposakkaritler akut faz
reaktan1 olarak hepsidinin hepatik sekresyonunu arttirmaktadirlar ve hepsidin de
demirin duodenal emilimini engeller. Interferon-gama, lipopolisakkaritler ve her
ikisi de makrofajlardaki DMT-1 ekspresyonunu ve ferroz demir (Fe™) alimmi

arttirmaktadirlar (Ludwiczek, Aigner, Theurl, Weiss 2003).

TNF-alfa’nin etkiledigi makrofajlar, eritrositlerin membranlarin1 hasara
ugratmakta ve fagositoza neden olmaktadirlar. Interferon-gama ve
lipopolisakkaritler makrofajlardaki demir transportunu saglayan ferroportin-1
ekspresyonunu baskilamakta ve bunu da hepsidin aracilig1 ile gerceklestirmektedir.
Ayni1 zamanda TNF-alfa, IL-1, IL-6 ve IL-10 ferritin ekspresyonunu arttirarak
makrofajlarda  demir retansiyonunu stimiile etmektedir. Ozet olarak bu
mekanizmalar dolasimdaki demir konsantrasyonunu azaltmakta ve boylece
eritrositlerde demir kullanimin1 azaltmaktadir. TNF-alfa ve interferon-gama
bobreklerdeki eritropoetin iiretimini inhibe etmektedir. TNF-alfa, interferon-gama
ve IL-1 direkt olarak eritroid progenitdr hiicrelerin ¢ogalmasini ve olgunlasmasini
inhibe etmektedir. Ek olarak demir kullaniminin sinirlanmasi, eritropoetinin
biyolojik aktivitesinin inhibisyonu ile anemi gelismektedir. Kronik hastalik anemili
hastalarda eritroid prokiirsorlerinin proliferasyonunu saglayan “Erythroid Burst-
Forming Unit (E-BFU)” ve Erythroid Colony Forming Unit (E-CFU)” bozulmustur
(Means 2003). Bu durum hiicrelerin farklilagsmasini ve proliferasyonunu saglayan

bu yapilarin IFN-alfa (interferon-alfa), IFN-beta, IFN-gama, TNF-alfa ve IL-1’in
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inhibitor etkisiyle iligkilendirilmektedir. IFN-gama, hemoglobin konsantrasyonlari
ve retikiilosit sayimlariyla ters iliski gostermesi nedeniyle en potent inhibitor olarak
gorlilmektedir. Altta yatan mekanizma olarak muhtemelen sitokin aracili artmis
apoptoza bagl ve Ozellikle de seramid olusumu gibi progenitér hiicrelerdeki
eritropoetin yapisi ve aktivitesi de kok hiicre faktorii gibi diger hematopoetik
faktorlerin ekspesyonunun azalmasina neden olmaktadirlar (Whang, Udopa,

Lipschitz 1995).

TNF, IL-1 ile birlikte ya da ayr1 ayr sistemik enflamasyonu tetiklemekte ve
bununla ilgili belirtilerin (6rn. Ates) ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Gram-
negatif bakterilerin hiicre duvari yapisinda bulunan ve ayn1 zamanda bir endotoksin
olan lipopolisakkarid (LPS), TNF-alfa iiretimini tetikler. Ayrica, nétrofil ve
monositler i¢in kemotaktiktir ve notrofil aktivitesini arttirmaktadir. TNF nin lokal
olarak konsantrasyonunun artmasi, bakteriyel enfeksiyonlarla iliskili olan belirtilere
(septik sok, ates, karin agrisi, uyusukluk, bas agrisi, mide bulantis1 ve enflamasyon)
neden olmaktadir. Hipotalamusta, kortikotropin salgilatict hormon (corticotropin
relasing hormone, CRH) salinimini uyararak “hipotalamus-hipofiz-adrenal” aksini
uyarir. Istah1 baskilamaktadir. Atese neden olur. Karacigerde, akut faz yanitim
uyarmakta ve kanda C-reaktif proteinin artmasima neden olmaktadir. Notrofilleri
cekmekte ve migrasyon icin endotelyum hiicrelerine yapigmalarina yardim
etmektedir. Makrofajlarda, fagositozu ve IL-1, oksidanlar, enflamasyon lipidleri ve
prostaglandin E2 iiretimini uyarmaktadir. Diger hiicrelerde, insiilin direncini

arttirmaktadir (Sagnak 2008).

Enflamasyon oldugunda IL-6 (interlokin-6) salmir ve reseptoriine
baglanmaktadir. IL-6 ligand-reseptor iligkisi “Janus kinazlarn” (JAK)
aktivasyonuna yol ac¢maktadir. Bunlar da STAT (Sinyal Transdusirlart ve
Transkripsiyon Aktivatorleri) proteinlerinin fosforilasyonuna sebep olmaktadirlar.
Ozellikle fosforile olan STAT3 hiicre ¢ekirdegine giderek hedef genlerinin
transkripsiyonuna neden olmaktadirlar. IL-6, hepsidinin geni olan HAMP
(9.kromozomda) transkripsiyonunu STAT3, HAMP promotorundaki regulator

elemente baglanmasi ile hepsidin ekspresyonu indiiklenmektedir. Yani
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enflamasyonda hepsidin artisi IL-6/STAT yolu ile olmaktadir. Enflamasyon
anemisinde hepsidinin IL-6 ile artmasi yaninda bazi malignitelerde oldugu gibi
sitokinlerin artmadigi durumlarda da karacigerdeki STAT3 deki degisikliklerin
hepsidin artigina yol agmasini ve anemiye neden olmasini acgiklamaktadir. Ayrica
hepsidinin enflamasyon durumlarinda artmasinda STAT3’{in anahtar rol oynadigi,
STAT3 inhibe edildiginde hepsidinin artmadig1 da gdsterilmistir (Ganz 2003, Uysal
2007).

Karaciger tarafindan iiretilen ve prohormon olarak kan dolagimina salinan
hepsidin, demir metabolizmasmnin diizenlenmesinde kilit rol oynayan
antimikrobiyal bir proteindir. Artan demir diizeyine ve iltihabi uyarilara yanit
olarak karaciger tarafindan iretilen hepsidin, demir hemostazi ile iltihabi yanit
arasinda baglayici bir gorev iistlenmektedir. Bu 6zelliginden dolay1 hepsidin, demir
hemostazindaki degisimlere bagl gelisen anemiler ve iltihabi yanita bagh gelisen
immiin (bagisiklik) sistem hastaliklar1 ve enfeksiyon hastaliklart i¢in 6nemli bir

aday proteindir (Uysal 2007).

Hematopoetik kok hiicre naklinde karsilasilan 6nemli sorunlardan biri, nakil
oncesinde hastaya uygulanan transfiizyonlara bagl gelisen demir birikimidir. Sik
transflizyonlar uygulamalarindan dolay1, 6zellikle talasemi gibi eritroid seri ile ilgili
bozukluklarda demir birikimi, kok hiicre naklinin basarisini da etkileyebilmektedir
(Uysal 2007). Hematopoetik kok hiicre nakillerinde karsilasilan diger bir sorun da,
allojenik nakillerin basarisin1 6nemli Olgiide diisiiren graft reddi ve GvHH’dir.
Nakledilen kok hiicrelerin konak (hasta) tarafindan kabul edilmemesi olarak
tanimlanan graft reddi, hastanin nakil sonrasinda notropeniye bagli firsatci
enfeksiyonlar ya da trombositopeniye bagli kanamalar nedeniyle kaybedilmesine
neden olabilmektedir. Nakledilen kok hiicrelerin konagi (hastay1) yabanci kabul
etmesi ve immiin yanit baglatmasi sonucu konakta doku hasarlarinin olusmasi
olarak tanimlanan GvHH ise, olusan doku hasarinin yerlesimi ve yayginligina bagl
olarak oliimlere yol agabilmektedir. Allojenik ve otolog hematopoetik kok hiicre
nakillerinde karsilasilan baska bir sorun da, nakil dncesi ya da sonrasi ortaya ¢ikan

firsatc1 enfeksiyonlardir (Yalman 2003, Yilmaz 2004).
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Hematopoetik kok hiicre naklinde karsilasilan 6nemli sorunlardan biri, nakil
oncesinde hastaya uygulanan transfiizyonlara bagli gelisen demir birikimidir. Sik
transfiizyonlar uygulamalarindan dolayi, 6zellikle talasemi gibi eritroid seri ile ilgili
bozukluklarda demir birikimi, kok hiicre naklinin basarisin1 da etkileyebilmektedir
(Uysal 2007). Hematopoetik kok hiicre nakillerinde karsilasilan diger bir sorun da,
allojenik nakillerin basarisin1 6nemli Ol¢lide diistiren graft reddi ve GvHH dir.
Nakledilen kok hiicrelerin konak (hasta) tarafindan kabul edilmemesi olarak
tanimlanan graft reddi, hastanin nakil sonrasinda nd&tropeniye bagli firsatci
enfeksiyonlar ya da trombositopeniye bagli kanamalar nedeniyle kaybedilmesine
neden olabilmektedir. Nakledilen kok hiicrelerin konagi (hastay1) yabanci kabul
etmesi ve immiin yanit baglatmasi sonucu konakta doku hasarlarinin olusmasi
olarak tanimlanan GvHH ise, olusan doku hasarinin yerlesimi ve yayginligina bagl
olarak dliimlere yol acabilmektedir. Allojenik ve otolog hematopoetik kok hiicre
nakillerinde karsilasilan baska bir sorun da, nakil 6ncesi ya da sonrasi ortaya ¢ikan

firsatci enfeksiyonlardir (Yalman 2003, Yilmaz 2004).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Olgularin Secimi
Bu c¢aligmaya, 1.U. Istanbul Tip Fakiiltesi Pediatrik KIT Unitesi’nde 2008-
2009 yillar1 arasinda nakil yapilan 2-17 yas aras1t 10 ¢ocuk dahil edildi. Calisma
igin, 16.04.2008 tarihli, I.U. Istanbul Tip Fakiiltesi Yerel Etik Kurul Toplantisi’nda
2008/918 nolu dosya ile onay alindi. 4 hasta losemi, 3 hasta anemi, 2 hasta

lenfoma, 1 hasta hemofagositik sendrom hastalik grubuna girmektedir.

Hematopoetik kok hiicre nakillerinin zor ve uzun siireclerden olugsmasi ve 3
yatak kapasiteli bir iinite olmasi nedeniyle bu tez caligmasina alinan hasta grubu
homojen seg¢ilemedi. Farkli hastalik tanili hastalardan olusan grubun hazirlik
rejimleride farklilik gosterir (6rnegin aplastik anemi tanili hastalarimiza yiiksek doz
siklofosfamid ve anti- timosit globulin (ATG) kullanilirken 16semi tanili olgularda
yiiksek doz siklofosfsmid ve busulfan kullanildi. Ayrica GVHH 6nlemi i¢in hastaya

uzun stireli siklosporin ve/veya metatoraksat kullanildi.

Hasta grubundaki her ¢ocuktan (nakil 6ncesi 1, nakil sonrasi 3 olmak {izere)
4basamakta kan ve idrar 6rnekleri alindi. Nakil 6ncesi aldigimiz ilk basamak kan ve
idrar Ornekleri daha saglikli olma agisindan uygulanan kemoterapiden Once
(-10’uncu giin) alindi. Alicinin immiin sisteminin baskilandigr donemde (nakil
sonrast 3-5’inci giin) ikinci basamak kan ve idrar Ornekleri alindi. Yeterli
hematopoezin yeniden tesisinin saglandigi donem engrafman dénemi olup ti¢ilincii
basamak kan ve idrar 6rnekleri engrafman sonrasi (15-20°nci giin) alindi. Dordiincti
basamak kan ve idrar 6rnekleri isehastalarin taburcu olduklari dénemde (30’uncu

giin ve ya sonrasi) alindi.

3.2. Metod
Kan alma asamasinda 6zel vakumlu tiipler ve vakuteynir, idrar ve kan
serumlarinin saklanmasinda ependorf tiipleri kullanildi. Standart olarak kan sayimi

tiipii ve kuru tiipe alinan kan 6rneklerinin yaninda serum prohepsidin, IL-6 ve TNF-
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alfa dl¢limii icin ayr1 bir kuru tiipe Scc kan ve idrarda hepsidin i¢in santrifiij tiipiine
10cc idrar 6rnegi alindi. Alinan idrar ve kan oOrnekleri en ge¢ yarim saat i¢inde
santrifiij edilerek kanin serum kismi, idrarinda iiste kalan kismi ependorflara
konularak (her paramatre igin ayr1) ELISA ¢alismak iizere -80 °C derecede saklandi.
Kan ve idrar 6rnekleri tamamlaninca oda 1sisinda ¢oziilerek Elisa yontemiyle serum

prohepsidin, IL-6 ve TNF-alfa diizeyleri ¢aligildi.

ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay): Antijen-antikor iligkisini,
antikora baglanmis bir enzimin aktivitesini arastirma temeline dayanan kantitatif
Olclim yontemidir. Antijene karsi antikor ya da antikora karsi antijen aramak

mumkindiir.

Hepsidin, IL-6 ve TNF-alfa kitleri ile gerceklestirilen ELISA yontemi
asamasinda hasta materyali, hedef molekiile (hepsidin prohormon) karsi {iretilmis
poliklonal antikorlarla kapli kuyucuklara eklendi. Inkiibasyon ve yikama sonrasinda
kuyulara isaretli antikorlar eklendi. Baglanmayan antikorlarin yikama ile
uzaklastirilmasinin ardindan, kuyu duvarindaki sabit poliklonal antikora, antijen
(hedef molekiil) aracilig1 ile baglanan isaretli antikor miktar1 plate okuyucusunda
(ELx800) olctildii. Standartlarin konsantrasyonlar1 kullanilarak olusturulan standart
egriler (Sekil 1, 2 ve 3) yardimiyla, Orneklerdeki antijen (hedef molekiil)
konsantrasyonu hesaplandi. ELISA calismasinda (DRG Diagnostics’in Hepsidin
Prohormon ELISA kiti ve Bender MedSystems’in Human TNF-alpha ile IL-6
ELISA kitleri kullanildi.) agagidaki basamaklar izlendi.

TNF-alfa; Once kullanacagimiz soliisyonlar hazirlandi. (Oda sicakliginda)
- Yikama Tamponu (Wash Buffer Concantrate) (20x)
(50 ml Yikama Tamponu, 950 ml distile su ile sulandirildi.)
- Test Tamponu (Assay Buffer) (20x)
(5ml Test Tamponu, 95 ml distile su ile sulandirildi.)

- Bagli Biotin (Biotin Conjugate) (islem yapilirken hazirlanip hemen
kullanildi.)
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(0,06ml Bagli Biotin’e sulandirilmis Test Tamponundan 5,94 ml ilave
edildi)

-Streptavidin-HRP (islem yapilirken hazirlanip hemen kullanildi.)

(0,06 ml Streptavidin-HRP iizerine sulandirilmis Test Tamponundan
11,94 ml ilave edildi.

- Insan TNF-alfa Standart
(Distile suyla kapaginda yazili yere kadar sulandirildi.)
- Kontrol
(800 pl distile su ile ¢oziildii.)
Izlenen basamaklar:

1- Standart, 1 kor ve 40 (her hasta i¢in 4 kademe oldugundan 10 hasta
icin 40) oOrnek, toplam 48 olmak tizere kuyu sayimiz belirlendi. Kuyular (400 pl)
sulandirilmis yikama soliisyonuyla 2 defa yikandi.

2- Standartlarin konulacagi 7 kuyudan ilk kuyuya 100 pl diliie edilen
Ornek Coziicii (Sample Diluent) soliisyonundan konuldu ve karistirilarak 100 pl
pipetle alinarak ikinci kuyuya konuldu. ikinci kuyudan 100 pl cekilerek iigiincii
kuyuya konuldu. Bu islem standart kuyular1 bitene kadar devam edildi.

3- Kor olarak segtigimiz kuyuya 100 pl diliie edilen Ornek Coziicii

soliisyonundan konuldu.

4- Ornek kuyularina diliie edilen Ornek Coziicii soliisyonundan 50 pl
konuldu.
5- Hastaya ait kuyulara 50 pl kendi serumlari konuldu.

6
7
8- Kuyularin tizeri stregle kapatilarak 2 saat 18-25 derecede enkiibe edildi.

9
10- 2 saat sonunda kuyular bosaltilip 4 defa yikama soliisyonuyla yikandi.

Bagli-Biotin hazirlandi.

Hazirlanan Bagli-Biotin ¢ozeltisinden biitiin kuyulara 50 pl konuldu.

Streptavidin-HRP hazirlandi.

11- Hazirlanan Streptavidin-HRP soliisyonundan biitiin kuyulara 100 pl
konuldu ve iizeri strecle ortiilerek 1 saat (oda sicakliginda) enkiibe edildi.

12- 1saat sonunda kuyular bosaltilip 4 defa yikama soliisyonuyla yikandi.

13- Biitiin kuyulara TMB-Substrat Soliisyonu eklenerek 10 dakika oda

sicakliginda enkiibe edildi.
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14- Biitiin kuyulara Stop Soliisyonundan 100 pl konularak ELISA (ELx800)
cihazinda kor ayar1 yapildiktan sonra 450 nm’de okundu.

15- Diliisyon islemi yapildig1 i¢in sonuglar 2 ile carpilarak standart egrisi

olusturuldu.
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Konsantrasyon

Sekil 1: TNF-alfa standart egrisi

IL-6: Once kullanacagimiz soliisyonlar hazirlandi. (Oda sicakliginda)

- Yikama Tamponu (Wash Buffer Concantrate) (20x)
(50 ml Yikama Tamponu, 950 ml distile su ile sulandirildi.)
- Test Tamponu (Assay Buffer) (20x)
(5ml Test Tamponu, 95 ml distile su ile sulandirildi.)
- Bagli Biotin (Biotin Conjugate) (islem yapilirken hazirlanip hemen
kullanildi.)
(0,06ml Bagli Biotin’e sulandirilmis Test Tamponundan 5,94 ml ilave
edildi)
-Streptavidin-HRP (islem yapilirken hazirlanip hemen kullanildi.)
(0,06 ml Streptavidin-HRP iizerine sulandirilmig Test Tamponundan
11,94 ml ilave edildi.
- Insan IL-6 Standart
(Distile suyla kapaginda yazili yere kadar sulandirild.)
- Kontrol

(800 pl distile su ile ¢oziildii.)
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Izlenen basamaklar:

1- Standart, 1 kor ve 40 (her hasta i¢in 4 kademe oldugundan 10 hasta i¢in
40) ornek, toplam 48 olmak {izere kuyu sayimiz belirlendi. Kuyular1 (400 pl)
sulandirilmis yikama soliisyonuyla 2 defa yikandi.

2- Standartlarin konulacagi 7 kuyudan ilk kuyuya 100 pl diliie edilen Test
Tamponundan (Assay Buffer) konuldu ve kanstirilarak 100 pl pipetle alinarak
ikinci kuyuya konuldu ve tekrar 100 pl gekilerek tigiincii kuyuya konuldu. Bu islem
standart kuyular1 bitinceye (7.) kadar devam edildi.

3- Kor olarak sectigimiz kuyuya 100 pl diliie edilen Test Tamponundan
konuldu.

4- Ornek kuyularina diliie edilen Test Tamponundan 50 pl konuldu.

5- Hastaya ait kuyulara 50 ul kendi serumlar1 konuldu.

6- Bagli Biotin ¢ozeltisi hazirlandi.

7- Hazirlanan Bagli Biotin ¢dzeltisinden biitiin kuyulara 50 pl konuldu.

8- Kuyularin lizeri stregle kapatilarak 2 saat 18-25 °C derecede enkiibe
edildi.

9- Streptavidin-HRP hazirlandi.

10- 2 saat sonunda kuyular bosaltilip 4 defa yikama soliisyonuyla yikandi.

11- Hazirlanan Streptavidin-HRP soliisyonundan biitiin kuyulara 100 pl
konuldu ve iizeri stregle ortiilerek 1 saat (oda sicakliginda) enkiibe edildi.

12- 1saat sonunda kuyular bosaltilip 4 defa yikama soliisyonuyla yikandu.

13- Biitiin kuyulara TMB-Substrat Soliisyonu eklenerek 10 dakika oda
sicakliginda enkiibe edildi.

14- Biitiin kuyulara Stop Soliisyonundan 100 pl konularak ELISA (ELx800)
cihazinda kor ayar1 yapildiktan sonra 450 nm’de okundu.

15- Diliisyon islemi yapildig1 i¢in sonuglar 2 ile carpilarak standart egrisi

olusturuldu.
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Konsantrasyon

Sekil 2 : IL-6 standart egrisi

Serum Prohepsidin

Konsantre olarak bulunan Yikama (Wash) Soliisyonu hazirlandi. (30 ml

Yikama Soliisyonu 1170 ml deiyonize su ile diliie edilerek 1200 ml’ye tamamlandi).
Izlenen basamaklar:

1- 14 kuyu standart (her standart i¢in 2 kuyu se¢ildi), 1 kuyu kor, 40 kuyu serum
prohepsidin ve 40 kuyu idrar prohepsidin olmak iizere 95 kuyu secildi.

2- Her kuyuya 100 pl kullanima hazir olan Test Tamponu (Assay Buffer)

konuldu.

3- Standart, kontrol ve ornekten her kuyuya 50 pl konuldu ve 10 sn iyice

karistirildi.
4- 120 dakika enkiibasyona birakildi.

5- Kuyu igerigi silkelenerek Yikama Soliisyonuyla 5 kez seyreltildi (her kuyuya

400 pl) ve emici kagida artan damlaciklar1 ¢ikartmak i¢in vuruldu.

6- Her kuyuya Enzim Kompleksinden 100 pl konuldu ve 60 dakika oda 1sisinda
enkiibe edildi. Enkiibasyon sonunda kuyu igerigi iyice silkelendi ve her kuyu 400 pl
yikama soliisyonuyla seyreltildi. Emici kagida artan damlaciklar c¢ikartmak igin

vuruldu.

7- Her kuyuya 100 pl Substrat Soliisyonundan konularak oda 1sisinda 30 dakika

enkiibasyona birakildi.
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8-100 ul Stop Soliisyonundan konularak enzimatik reaksiyon durduruldu. 10

dakika icinde ELISA (ELx800) cihazinda kor ayar1 yapildiktan sonra 450 nm’de

okundu.
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Sekil 4 : TNF-alfa ve IL-6 i¢in kullanilan ELISA y6nteminin agamalri.
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Sekil 5: Prohepsidin i¢in kullanilan ELISA y&nteminin agsamalari.

3.3. Istatistiksel Yontem
Istatistik analizler, GraphPad InStat programi kullanilarak one-way
ANOVA ve Spearman Non-parametrik testleri ile yapildi. Analizlerde p<0,05,

anlamlilik sinir1 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Istanbul Universitesi pediatrik KIT iinitesinde 2008-2009 yillar1 arasinda
kok hiicre nakli yapilan ve ¢alisma grubumuza katilan 10 hasta ile ilgili genel

bilgiler tablo 2 ‘de verilmistir.

Tablo 2: Nakil yapilan hastalara ait genel bilgiler (Ki: Kemik iligi, PKH: Periferik Kok Hiicre)

Hasta Kok Hiicre Sag
Adi Nakil Yasi Tanisi Nakil Tipi Kaynagi Kalim
CsS. 4 AA Allojenik Ki +
S.F. 3 AA Allojenik Ki +
S.Y. 7 FA Allojenik Ki -
F.B. 11 ALL Allojenik Ki +
E.D. 9 ALL Allojenik Ki +
C.K. 8 AML Allojenik Ki +
M.K. 17 AML Allojenik Ki -
AA. 9 NHL Otolog Ki +

M.E.T. 16 HL Otolog Ki + PKH +

Y.AS. 2 HLH Allojenik Ki -

Bu hasta grubumuzda TNF-alfa, IL-6, serum prohepsidin, idrar
prohepsidin testlerini ELISA yontemiyle calisldi. Bu standartlar dogrultusunda
caligilan 10 hastaya ait TNF alfa, IL-6, serum prohepsidin ve idrar prohepsidin

konsantrasyonlar1 asagidaki tabloda verilmistir (Tablo 3 ve 4).
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Tablo 3: TNF alfa, interlokin 6, serum prohepsidin ve idrar prohepsidinin nakil 6ncesi degerleri

NAKIL ONCESI

Hastalar TNF-alfa IL-6 Serum idrar Prohepsidin
Prohepsidin

C.S 2,6 0 91,8 0,5
S.F 3.4 1,8 131,5 253,6
SY 2,5 0 90,4 70,9
F.B 4,5 0,8 65,2 346,4
M.K 7.4 2,6 102,1 0,9
AA 2,4 0 59,1 0,5
E.D 3,7 0,4 67,4 152,3
Y.AS 2,4 0 88,4 221,6
M.E.T 4,2 5 119,6 491
CK 11,6 0 70,1 53,8

Tablo 4 : TNF alfa, interlokin 6, serum prohepsidin ve idrar prohepsidinin nakil sonrasi ii¢
asamadaki degerleri

NAKIL SONRASI
Engrafman sonrasi Taburcu
3.-5.glin (15. - 20. gun) (30. giinden sonra)

Hastalar TNF- L6 Serum | Idrar TNF- L6 Serum | Idrar TNF- L6 Serum | Idrar

alfa Prohep. | Prohep. | alfa Prohep. | Prohep. | alfa Prohep. | Prohep.
Cs$S 2,3 0 130,2 58,9 2,9 0,6 158,7 45,2 2,5 0,2 187,9 164,3
S.F 3 1,8 119,6 41,4 3,2 1,2 118,3 1,9 31 1,2 1334 456,4
SY 3 08 1192 11,9 2,7 1,2 125,2 95,2 4,9 1,4 127,4 18,8
F.B 2,4 81,8 58,6 27,4 8,3 39,8 928 77,6 8,9 1 133,9 33,7
M.K 2,3 2,2 108 1257 |21 1,4 97 81 2,1 1,4 67,7 41,7
AA 2,4 1,8 1391 32,5 4,4 256 1187 69 356 46,2 1376 1334
E.D 2,4 0 103,9 24,4 6,2 2448 158,7 54 3,7 0,06 150,7 95,2
Y.AS 2,9 0 134,3 189,7 |3,3 0 54,5 94,2 352,2 3204 1204 175,9
MET |33 08 1025 42,8 3,6 1,2 35,6 1175 |37 4,8 131,9 98,4
CK 2,6 0 91,8 206,1 22,7 0,6 165,9 152,8 |29 0 185,9 253,6

Hastalarimizin  yatti§i siirede bakilan rutin tetkikleri tablo 5’de

goriilmektedir.

35



Tablo 5: Nakil dncesi ve sonrasi, 4 agamada 6l¢iilen 6nemli bazi biyokimyasal ve hematolojik

degerler
CRP AST ALT LDH WBC Hb Hct PIt
(mg/L) (U/L) (U/L) (U/IL) (10e3/ul) (g/dL) (%) (10e3/ul)
Nakil Oncesi 59,6 21 26 517 2,2 9,2 26,3 9
cs. Nakil Sonrasi 53 57 161 516 0,1 11,6 33 18
Engrafman Sonrasi 0,9 41 37 459 3,6 8,2 24 109
Taburcu 0,3 30 19 430 3.3 8,7 25,7 130
Nakil Oncesi 254 31 21 572 2,7 14,4 424 194
SE. Nakil Sonrasi 9,3 32 37 442 0,3 13,7 40,3 45
Engrafman Sonrasi 14,7 167 211 655 3,9 8,5 238 25
Taburcu 74 52 35 469 4,6 9,8 28,8 32
Nakil Oncesi 12,2 67 42 406 2,7 10,2 296 77
Sy Nakil Sonrasi 14,4 85 99 3639 0,1 11,4 325 119
Engrafman Sonrasi 17,9 25 18 478 7,7 8,4 24,5 103
Taburcu 98,5 164 125 2795 11,3 10,4 31,3 34
Nakil Oncesi 0,3 15 16 235 5,6 16,3 475 212
EB. Nakil Sonrasi 16,6 17 31 284 0,1 10,8 30,4 80
Engrafman Sonrasi 33,7 21 18 256 0,7 9 27,2 34
Taburcu 211 24 22 344 2,1 8 245 20
Nakil Oncesi 0,2 26 64 304 3,5 12 356 211
ED. Nakil Sonrasi 57 23 25 258 0,7 14,3 426 86
Engrafman Sonrasi 1,3 28 20 445 17 10,4 30,1 59
Taburcu 1,9 36 23 573 6,6 9,7 29 95
Nakil Oncesi 3,2 49 60 653 2,7 11,1 326 158
CK. Nakil Sonrasi 13,6 171 254 459 2,2 10,6 316 84
Engrafman Sonrasi 12 28 34 505 8,5 10,7 30,9 63
Taburcu 6,4 49 52 564 5,1 10,2 302 20
Nakil Oncesi 2,1 13 13 369 4,6 10 30,9 196
MK, Nakil Sonrasi 5 28 29 413 2,28 3,3 38,2 110
Engrafman Sonrasi 122,9 8 13 162 0,2 10,3 30,5 3
Taburcu 2474 8 5 271 0,1 9,4 28 50
Nakil Oncesi 0,3 15 20 219 6,8 11,3 33,3 249
AA Nakil Sonrasi 8,7 8 17 690 0 10,4 302 17
Engrafman Sonrasi 5,1 34 78 204 0,4 8,7 248 83
Taburcu 1,8 34 58 352 25 10,1 29,7 80
Nakil Oncesi 27,2 50 100 462 4,2 8,5 253 67
MET. Nakil Sonrasi 23,4 23 35 644 0 8,5 249 44
Engrafman Sonrasi 37,3 356 493 644 2,6 11,7 33,7 38
Taburcu 17,3 28 45 351 1,9 9,8 28,1 42
Nakil Oncesi 58 26 9 414 59 9,5 29,5 293
Y.AS. Nakil Sonrasi 46 37 21 288 0,1 10,8 33,5 31
Engrafman Sonrasi 47,5 87 29 455 6,6 9,8 29,1 30
Taburcu 4,7 43 16 389 4,4 7,8 22,4 30
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Nakil éncesi 10’uncu giinde (NO), nakil sonras1 3-5’inci giinlerde (NS),
engrafman sonrasinda (nakil sonras1 15-20°nci giinlerde) (ES) ve hasta taburcu olurken
(nakil sonras1 30-35’inci giinlerde) (T) alinan serum ve idrar 6rneklerindeki dl¢iimlerin

istatistiksel degerlendirilmesi yapildi. Anlamli bulunanlar tablo 6’da gosterilmistir.

Tablo 6: Nakil 6ncesi ve sonrasi 6l¢iim sonuglarinin istatistiksel degerlendirilmesi. (NO: nakil
oncesi — 10’uncu giin, NS: nakil sonrasi + 3’{incii giin, ES: engrafman sonras1 + 15 ile 20’nci

giin , T: taburcu olurken + 30’uncu giin ve sonrasi)

NO-NS NO-ES NO-T NS-ES NS-T ES-T
Serum Prohepsidin P<0.05
WBC P<0.05 P<0.01 P<0.05
Hb P<0.05
Hct P<0.05
Pit P<0.05 P<0.05
P=0,05 P<0,01
P<0,05 P<0,05
P<0,05 m
wo] T .
3
= 4
Z
0 . -
N NC NS ES T
NQ NS ES
a
P<0,05 P<0,05
l P<0,05
: : =
" 0
NO NS ES T NG NS ES T

Sekil 6: Nakil dncesi ve sonrasi 6lglimleri arasinda istatistiksel fark bulunan serum prohepsidin

(a), WBC (b), hemoglobin (c), hematokrit (d) ve trombosit (¢) degerlerine ait ortalama

ve standart sapmalari.
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i I 0
NO NS ES T NG NS ES T NG NS ES T

Sekil 7: Nakil dncesi ve sonrasi agsamalarda, TNF-alfa (a), IL6 (b) ve CRP (¢) degerlerindeki
degisim.

Tablo 7: Nakil 6ncesi, nakil sonrasi, engrafman sonrasi ve taburcu zamani, serum prohepsidin (a),

IL6 (b) ve TNF —alfa (c) diizeylerinin istatistiksel dagilim 6zellikleri (devam)

a
Serum Prohepsidin
Caol. title MO MES ES T
M ean 88,86 11078 11254 137.68
Standard deviation (SO} 24.052 23769 43792 33968
Sample ske (M) 10 10 10 10
Std. errar of mean{SEM) T.606 7.916 13848 10742
Lower 85% conf. lirmit T1.365 93778 81218 M338
Upper 95% conf. lirmit 105.76 12778 14386  161.98
M inirmum 59,100 58.600 35600 BY.7OO
Median (50th percentile) 89.400 11380 11850 133.685
hd axirmum 131.50 13910 16590  187.490
Moarmality test KS 01786 01638 01540 02085
Marmality test P walue =010 =010 =010 =010
Paszed normality test? Yes Yes YRS YRS

b

ILG
Cal. title [kl NS ES T
Mean 1.065 84924 31.641 37 BET
Standard deviation (S0} 1.649 25620  TEB130 100,35
Sample sEe (M) 10 10 10 10
Std. error of mean{SEM) 0a213 8102 24074 M T
Lawrer 959% conf. limit -0.1142  -9.402 -22815  -34.114
Upper 95% conf. limit 2244 27.250  BE087 10845
it rridim 001000 001000 0.07000 0.09000
Median (50th percentile) 02050 08000  1.200 1.300
M axcimum 5000 81.800 24480 32040
Mormmality test KS 02638 045035 03573 0.4284
Moarrmality test P walue 00469  =0.0001 00007  <0.0001
Paszed normality test? (R[] Mo R[] Mo

38



Tablo 7: Nakil dncesi, nakil sonrasi, engrafman sonrasi ve taburcu zamani, serum prohepsidin (a),

IL6 (b) ve TNF —alfa (c) diizeylerinin istatistiksel dagilim 6zellikleri (devam)

C
THFa
Col. tithe 0] MG ES T
tdean 17258 24139 34455 41,96
Standard deviation (300 2928 03596 @177 109.43
Sample size (M) 10 1mn 10 10
Std. error of mean (SEM) 0.9260 01137 1953 34619
Lowver 95% conf. limit 2375 2403 1522 -3E3449
Upper 95% conf. limit GaEs 2417 10358 12027
h i 2400 2300 2100 2100
tedian (A0th percentile) 2540 2400 34510 3700
h axirmnum 11600 3300 22700 352.20
Marrreality teest KG 02953 0.2651 02984 04232
Moarmality test P walue 0,0132 00448 00118 =0,000
Passed normality test? [l Mo Mo Mo

Olgiilen farkli parametreler arasinda nakil dncesi ve sonrasi asamalarda
herhangi bir korelasyonun olup olmadigini anlamak i¢in, nonparametrik Spearman
analizi uygulandi. Analiz sonucunda, nakil dncesi, engrafman sonrasi ve taburculuk
donemine ait serum prohepsidin ve CRP diizeyleri arasinda anlamli bir korelasyon
bulundu (Sekil 8). Diger Olciim degerleri arasindan bazilarinda ise, dort dlglim
asamasinin hepsinde olmasa da, en az birinde anlamli korelasyon gdsterilmistir

(Sekil 9).

E '0o0
g P . * [} s e
" L3 L]
£ 10— S v oo . .
% .
'E 10
i
£
E ! T . T T T T T
) 01 1 10 11 1 i 01 1 10 10C 1000
o (mgd) CRP (mgiL) CRP (o)
a b ¢
r= 0,766 r=-0,7903 r=-0,7091
p=0,0126 p= 0,0088 p= 0,306

Sekil 8: Nakil dncesi (a), engrafman sonrasi (b) ve taburcu olma déneminde (c) serum
prohepsidin ve CRP diizeyleri arasinda gézlenen korelasyon.
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Serum Pohepsidin (ng/mi)

Sekil 9: Nakil 6ncesi
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ve sonrasi agamalarda bazi dlgtimler arasinda gozlelen korelasyonlar (devam)
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Sekil 9: Nakil 6ncesi ve sonrasi agamalarda bazi dlglimler arasinda gozlelen korelasyonlar (devam)
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Sekil 10: Nakil sonrasi sag kalim gosteren (a) ve gostermeyen (b) hastalarda nakil dncesi (1), nakil

200
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140
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100
(i)
60
a0
20

Sekil 11: Allojenik (a) ve otolog (b) nakil yapilan hastalarda nakil dncesi (1), nakil sonrasi (2),
engrafman zamani (3) ve taburculuk zamanindaki (4) serum prohepsidin diizeylerinin

sonrasi (2), engrafman zamani (3) ve taburculuk zamanindaki (4) serum prohepsidin

diizeylerinin karsilagtirilmasi.

karsilastirilmasi.
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Sekil 12: Tiim hastalarda serum prohepsidin ve Hct degerleri.
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5. TARTISMA VE SONUC

Karaciger tarafindan iiretilen ve prohormon olarak kan dolagimina salinan
hepsidin, demir metabolizmasmin diizenlenmesinde kilit rol oynayan
antimikrobiyal bir proteindir. Artan demir diizeyine ve iltihabi uyarilara yanit
olarak karaciger tarafindan firetilen hepsidin, demir hemostazi ile iltithabi yanit
arasinda baglayic1 bir gorev {istlenir. Bu 06zelliginden dolayr hepsidin, demir
hemostazindaki degisimlere bagli gelisen anemiler ve iltihabi yanita bagli gelisen
immin (bagisiklik) sistem hastaliklar1 ve enfeksiyon hastaliklari i¢in onemli bir

aday proteindir (Uysal 2007).

Nakil yapilan hastalardan bazilarinda islem basarili olurken, bazilarinin
graft reddi, GvHH, ve enfeksiyonlar nedeniyle kaybedilmesi, yapilacak nakillerin
de basarisim1 6ngérmeyi engellemektedir. Bu farkli reaksiyonlarin mekanizmalari
tam olarak aydinlatilamadigi i¢in hastalarin nakil sonrasi prognozu énceden tahmin
edilememektedir. Bu nedenle son zamanlardaki aragtirmalar, basta GvHH olmak
iizere bu tiir reaksiyonlarin mekanizmasini anlamaya yonelmistir (Vogelsang, Lee

and Bensen-Kennedy. 2003).

Nakil sonrasi gelisen enfeksiyonlar, graft reddi ve GvHH gibi reaksiyonlarin
en onemli ortak noktasi, hematopoetik kok hiicrelerden koken alan immiin sistem
hiicrelerinin bu siireclerde kilit rol almasidir. Ayrica, nakil sonrasinda
hematopoezin yeniden baslamasi, demir metabolizmasinda da kisa siirede biiyiik
degisikliklerin olusmasina yol agmaktadir (Ganz 2003). Bu nedenle, immiin
uyarilara ve demir birikimine duyarli bir akut faz proteini olan hepsidinin,

hematopoetik kok hiicre nakillerindeki davranisi incelenmesi gereken bir konudur.

Karaciger tarafindan 64 aminoasidlik bir prohormon olarak salinan
prohepsidin, proteolitik kesim ile 39 aminoasidlik bir inaktif parca ve 25
aminoasidlik aktif bir parcaya ayrilir (Frazer DM and Anderson GJ 2009). Asil
aktif kistm olan 25 aminoasidlik parca aktif hepsidin olarak calisir. Bu aktif
parcanin, farkli uzunlukta 25, 22 ve 20 aminoasidlik ¢esitleri (Hep25, Hep22 ve
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Hep20) tanimlanmustir. En aktif bigimi olan hepsidin-25, kii¢iik bir peptid oldugu
icin bu peptide karsi antikor liretmek uzun bir zaman miimkiin olmamistir (Ganz ve
Nemeth 2006, Kemna, Tjalsma, Willems, Swinkels 2008). Bu nedenle hepsidin ile
ilgili ¢alismalarda, 25 aminoasidlik hepsidin yerine genellikle 64 aminoasidlik
prohepsidin incelenmistir. Tez calismasinda da, serum ve idrardaki hepsidin

diizeyini 6l¢mek i¢in kullanilan ELISA kiti, prohepsidine 6zgiidiir.

Tez calismasinda, tanilar1 farklilik gdsteren 10 pediatrik hastanin serum ve
idrarlarinda nakil Oncesi ve sonrasi prohepsidin diizeyleri 6l¢iildii ve IL-6 ve TNF-

alfa gibi diger immiin diizenleyicilerin diizeyleri ile karsilagtirildi.

TNF-alfa ve IL-6 diizeylerine paralel olarak, serum prohepsidin diizeyinin
nakil sonrasinda artig gosterdigi ve bu artigin nakil 6ncesine gore hastanin taburcu
oldugu donemde istatistiksel olarak anlamlilik kazandigi gézlenmistir (Sekil 6a).
Nakil oncesine gore nakil sonrast TNF-alfa ve IL-6 diizeylerinde de kademeli bir
artts gozlenmesine ragmen bu artigin istatistiksel olarak anlamli olmadigi
gorilmiistiir (Sekil 7). IL-6 ve TNF-alfa diizeylerindeki artisin anlaml
bulunmamasi, her ikisinin de sitokin niteliginde olmasi1 ve diizeylerinin normal

dagilim gostermemesi ile agiklanabilir (Tablo 7 b ve c) (Giineri ve ark.1997).

Antimikrobiyal bir peptid olmasindan dolay1 prohepsidinin nakil sonrasinda
gosterdigi artisin, enfeksiyonlara bagli olmasi da olasidir. Bu olasilif1 test etmek
icin, doku yaralanmasi veya enfeksiyona yanit olarak IL-6 uyaristyla karacigerden
iiretilen bir akut faz proteini olan CRP diizeyleri incelendi. CRP diizeyindeki artis
inflamasyonun klasik bir bulgusudur (Tiinger 2007). Ng ve arakadaslari neonatal
sepsis tanisinda IL-6, TNF-alfa, CRP ve E-Selektin diizeylerinin duyarliliklarini
arastirdiklar1 ¢alismalarinda ¢ok erken fazda IL-6’nin en yiiksek duyarliliga sahip
oldugunu ancak yarilanma Omriiniin ¢ok kisa olmasi nedeniyle 24 saat icinde
normal degerlere dondiigiinli, 24-48 saat iginde ise %84 duyarlilik ile en iyi
gostergenin CRP oldugunu gostermislerdir. Bizim ¢alismamizda da, istatistiksel

olmasa da nakil sonrasi1 asamalarda CRP diizeyinin arttig1 gortilmiistiir (Sekil 7c).

45



Klinik bulgularda hastalarimizin enfeksiyon belirteglerinin de pozitif olmasi bu

artisin enfeksiyona bagli oldugunu diisiindiirmektedir.

Insan karaciger hiicre Kkiiltiirleri, fareler ve goniilliilerle yapilan bir
caligmada IL-6’nin enflamasyon sirasinda hepsidin iiretimi i¢in gerekli bir sitokin
oldugu ve IL-6 —hepsidin aksinin inflamasyondaki hipoferremiden sorumlu oldugu
gosterilmistir (Lee, Peng, Gelbart, Wang, Beutler 2005). Bu calismada da oldugu
gibi, bir akut faz proteini olmasindan dolay1 serum diizeyleri normal dagilima uyan
(Tablo 7a) prohepsidindeki anlamli arti, aslinda TNF-alfa ve IL-6’daki artisin
(Sekil 7a ve b) da istatistiksel olmasa da biyolojik olarak anlamli olabilecegini akla
getirmektedir. Prohepsidin iiretiminin TNF-alfa ve IL-6 tarafindan diizenleniyor

olmasi, bu goriisii desteklemektedir (Ludwiczek et al 2003, Uysal 2007).

Nakil sonras1 serum prohepsidin diizeyindeki artisin, demir metabolizma
degisikliklerine de bagli olabilecegi i¢in, nakil dncesi ve nakil sonrasi hematokrit
degerleri de incelendi. Nakil sonrasi asamalarda hematokrit degerinde anlamli bir
diisiis gozlenmesine ragmen, serum prohepsidin diizeyi ile aralarinda anlamli bir
korelasyon gozlenmemistir (p>0,05). Hematokrit degerinin, nakle baglh degisen
eritopoezden dogal olarak etkilenmesi beklendiginden dolayi, demir hemostazini
saglikli bir bigcimde yansitmayacagi sdylenebilir. Bu nedenle; ferritin, demir, demir
baglama kapasitesi gibi demir metabolizmasinin daha spesifik parametrelerinin
Olciildiigii, ya da talasemi gibi homojen bir hasta grubunu kapsayan benzer bir

calisma daha aydinlatici olacaktir.

Calismamizda, prohepsidin ile sitokinler arasinda, dort agsamada da olacagi
varsayllan korelasyon gozlenememistir. Dort asamadan iiglinde korelasyon
gozlenen oOlgiimler; nakil 6ncesi, engrafman sonrasi ve taburculuk dénemi serum
prohepsidin diizeyi ile CRP diizeyleri arasindadir (Sekil 8). Bir ya da iki asamada
gozlenen korelasyonlardan (Sekil 9) ise prohepsidin ile ilgili olanlarin sinirda
anlamli olmalari, literatiirlerde gosterilen iliskiyi desteklemek i¢in bu bulgularin
yeterli olmayacagini akla getirmektedir. Ancak, nakil hastalarinda enfeksiyon

acisindan prohepsidinin tan1 metodu olarak kullanilip kullanilamayacaginin
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anlasilmasi i¢in daha genis ve homojen hasta gruplarinda c¢alisilmasi uygun olabilir.
Nemeth ve arkadaslar 6zellikle kronik enfeksiyon ve agir enfeksiyon olgularinda
idrarda hepsidin diizeylerini incelemis ve hafif olgulara gore daha agir enflamasyon
bulgusu olanlarda hepsidin diizeylerinde 100 kata varan farkliliklar1 saptamislardir
(Nemeth ve ark. 2003). Caligmamizda kullandigimiz hastalar, demir yiiklenmesi ve
enfeksiyon bulgular1 dikkate alinarak se¢ilmis homojen bir grup olmadigi igin,

Nemeth ve arkadaglarinin bulgulari ile paralel bulgular elde edilememistir.

Nakil sonrasinda klinik gidisat1 kotii olan ve taburcu edilmeden kaybedilen
2 hastada serum prohepsidin diizeyinin diisiis egilimi géstermesi ve nakilde basari
saglanan hastalarda serum prohepsidin diizeyinin nakil sonrasindaki bir asamada
artis gostermesi (Sekil 10), serum prohepsidin diizeyindeki artisin, nakil sonrasi
sagkalim ile iliskili olabilecegini de akla getirmektedir. Sekil 10-a’daki “YAS”
kodlu hastanin klinik durumu, nakil sonrasi donemde diizelme gostermis, taburcu
olduktan sonra ise klinik durumu kotiiye gitmis ve nakilden 3 ay sonra intestinal
GVvHH nedeniyle kaybedilmistir. Bu nedenle bu hasta, nakil sonrasi sag kalim

gosteren hastalar arasinda degerlendirilmistir.

Donoér ve hasta arasindaki HLA doku uyumu tam olsa da, allojenik
nakillerde iki farkli kisiye ait hiicrelerin karsilagsmasi nedeniyle az ya da ¢ok,
immiin sistemde bir uyarilma olmaktadir. Immiin sistemdeki bu uyarilma,
sitokinlerin saliniminda biiyiik degisiklikler seklinde kendini gosterir (Tanaka et al
1994, Chasty, Lamb, Gallati, Roberts, Brenchley and Liu Yin. 1993).
Calismamizda, nakil sonrasinda serum prohepsidin diizeyinde gdzlenen artisin da,
yabanct dokularin (konak-graft) karsilagsmast sonucu gelisen bir immiin
reaksiyondan kaynaklaniyor olma olasiligimi dikkate alarak, yapilan 10 nakil,
otolog ve allojenik olarak degerlendirildi (Sekil 11). Allojenik nakil yapilan 8
hastada oldugu gibi otolog nakil yapilan 2 hastada da benzer bir artigin goriilmesi,
prohepsidin diizeyindeki s6z konusu artigin; graft ve konak arasindaki bir immiin
catigmanin gostergesi degil, konaga ait immiin sistemin graft hiicreleri tarafindan

yeniden insasinin bir gostergesi olabilecegini diisiindiirmektedir (Holler et al 1990).
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Bunun yaninda hasta grubumuz heterojen bir grup olmasma karsin
hastaliklar1 nedeniyle hepsinde anemi goriilmektedir. Yapilan arastirmalarda da IL-
6 ve diger sitokinlerle hepsidinin artti§i hemoglobin sentezi ve eritropoez igin
kullanilacak demiri, demir emilimini engelleyerek sistemde demir blokaj1 yaparak
azalttig1, biitlin durumlarda anemi oldugu klinik olarak gosterilmistir (Wrighting,
Andrew, Lichtman 2003, Falzacappa, Spasic, Kesler, Stolte, Henze 2007).
Calismamizda serum prohepsidin  ve hematokrit arasinda korelasyon
gozlenmemistir. Ancak, baz1 hastalarda serum prohepsidindeki artisa
hematokritteki diisiisiin eslik ettigi grafiklerde goriilebilmektedir (Sekil 12) Bu da,
hepsidin diizeyinin anemi ile iligkili oldugu yoniindeki literatiirleri destekler
niteliktedir. Kemna ve arkadaslari 2005 yilinda 10 saghkli goniilliiye
lipopolisakkarid enjeksiyonu yaparak olusturduklar1 in vivo insan endotoksemi
modelinde, enjeksiyon sonrasi 3 saatte IL-6 diizeylerinin, 6 saatte idrar hepsidin
diizeylerinin arttigini, bunu takiben serum demir diizeylerinin belirgin olarak
azaldigimi gozlemlemistir (Kemna, Pickkers, Nemeth, van der Hoeven, Swinkels
2005). Benzer sekilde, idrar prohepsidin diizeyi ile hematokrit degeri arasinda zayif
bir korelasyon (Sekil 9f) gézlense de, ELISA yonteminde kullanilan antikorun aktif
hepsidine 0zgii olmamasi nedeniyle bu korelasyonun, literatiirlerde bildirilen

iliskiyi yansitmayabilecegi diistintilmiistiir (Ganz 2005).

Hematopoetik kok hiicre nakillerinin zor ve uzun siireglerden olugmasi
nedeniyle tez kapsaminda 10 hasta ¢alisilabilinmistir. Tez ¢alismasinin bagladigi
tarihe kadar hepsidine 6zgii ELISA {iretilmedigi i¢in de, prohepsidin diizeylerine
bakilmistir. Akut faz proteini oldugu icin hepsidinin, belirli uyaranlar karsisinda
kisa zamanda etki gostermesi gerekmektedir. Karaciger tarafindan sentezlenmesi
zaman alan hepsidin, bu nedenle inaktif olarak seruma salinir. Serumda inaktif
onclil prohormon (prohepsidin) olarak bulunan hepsidinin, kisa siirede aktif
hepsidin-25’e (Hep-25) doniigsmesi, proteolitik kesilme ile ger¢eklesmektedir (Ganz
and Nemeth 2006, Kemna et al. 2008). Bu nedenle serum prohepsidin diizeyi,
serumdaki hepsidin aktivitesini dogrudan yansitmamaktadir. Hepsidin aktivitesini
gostermese de, serum prohepsidin diizeyinde gbzlenen artis, IL-6 ve TNF-alfa ile

paralellik gosterdigi i¢in, prohepsidin sentezinin nakil sonrasinda arttig1 sonucuna
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varilabilir. leride benzer bir ¢calismanin aktif hepsidin diizeyi ile de tekrarlanmas,

daha giivenilir sonuglar saglayacaktir.

Aktif hepsidin yerine onciil prohepsidin ve inaktif peptidi 6l¢iilmiis olmasi
disinda, bu caligmada kullanilan hasta sayisinin az olmasi, otolog ve allojenik nakil
sayilarinin esit olmamasi ve heterojen bir hasta grubunun kullanilmis olmasi,
istatistiksel analiz ve yorum yapmay1 giiclestirmektedir. Ancak, ele alinan hasta
grubunun toplanmasi zor olan kok hiicre nakli hastalarindan olugmasi ve hastaliktan
bagimsiz olarak serum prohepsidin diizeyinin kok hiicre nakline bagli degistigini
gostermemesi nedeniyle, sonraki ¢alismalara Onciililk edebilecek bir 6n ¢alisma

olabilir.
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8. EKLER

8.1. Ek 1: Bilgilendirilmis Hasta Onam Formu

Imzali bu form kagidimin bir kopyas: bana verilecekdir.
GONULLU ONAY FORMU
Yukarida géniillilye arastirmadan Gnce verilmesi gereken bilgileri gosteren metni

okudum. Bunlar hakkinda bana yvazili ve sizlii agiklamalar yvapildi. Bu kosullarla séz

konusu klinik arasurmaya kendi nzamila higbir baski ve zorlama olmaksizin
katilmay kabul edivorum.

Génilitintin Adi-soyad, imzasi, Adresi (varsa telefon no., faks no,...)

Velayet veya vesayet altinda bulunanlar i¢in veli veva vasinin Adi-soyadi, Imzasi,
Adresi (varsa telefon no., faks no....)

Aciklamalan vapan arastirmacinin Adi-sovadi, Imzas

/?ma;m

Bivolog Meral AKBIY]

Riza alma islemine bagindan sonuna kadar tanikhik eden kurulug gérevlisinin Adi-
soyadi, Imzas), Gorevi
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8.2. Ek 2: Etik Kurul Karan
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8.3. Ek 3: Test Calisma izin Belgesi
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Biyokimya Anabilim Dali

Sayr: 111 Tarih: 24.03.2008

Marmara Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Miidiirligiine

Fakiiltemiz Cocuk Saghg ve Hastaliklarn Anabilim Dali kemik iligi tinitesinde gorevli
Yiiksek Lisans 6grencisi Meral Akbiyik (DING)’in “Kemik iligi nakli yapilan pediatrik hastalarda
nakil dncesi ve sonrasi serum hepsidin, IL-6 ve TNF alfa diizeylerinin enfeksiyonla iligkinin
belirlenmesi”™ bashkh tezi ig¢in gerekli olan hepsidin, IL-6 ve TNF-alfa analizlerinin Anabilim
Dalimizda yapilmasi uygundur.
Saygilanmla arz ederim.

47" e W,
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Baskani
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