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GIRIS VE AMAC

Hemoglobin molekiilinii olusturan globin zincirlerinden birimin veya
. déha fazlasmin yapilamamasi veya az miktarda yapilmasi ile karakterize olan ve
‘otozomal resesitf gegis gbsteren bir grup hastaliga talasemi ad1 verilmektedir (1)
'.“Agu talasemi formlanindaki anemi ve aneminin transfiizyonlarla tedavisiyle
-gehsen komplikasyonlar morbidite ve mortalite nedeni olmaktadir (2). Kemik
:'::il'iginde inefektif erittopoez ve eritrositlerin periferde hemolizi anemiye neden
-_.-'dlur (2). Kemik iligindeki bu artmis hemolizin nedeni tam aydinlatilamarmustir
::Beta talasemili hastalann eritroid prekiirsérlerinde o globin zincir depolanmasi,
. toplazmik vakuolizasyon ve niikleer membian anormallikleri gibi morfolojik
_' ipuglar gosteritmistir (4).

Apopitozis fizyolojik ve selektif olarak hiicrenin intihar etme seklidir.
“Apopitozisin hiicre fizyolojisinde ve hastahiklarn patogenezindeki etkin roli
tantmlanmgtir (5). Yuan ve arkadaslan talasemi majorlii hastalarm kemik
- iliklerinde eritroblastlarda apopitozisin artmis oldugunu saptamuslardir (3).
- Invitro eritroid hiicre sistemlerinde ve normal eritropoezis sirasinda da eritroid
- progenitér hiicrelerde apopitozis gozlenmistir (6,7)

Fas (CD95;APO-1); “Oliim reseptorleri” olarak bilinen ailenin en nemli
liyesidir (8). Fas reseptériiniin Fas Ligand ile uyanlmast sonucu hiicrede
apopitozis islemi baslar Dalak, lenf nodlari, kemik iligi, kalp, akciger, bobrek ve
overler Fas ecksprese ederler (9). Hematopoetik kok hiicrelerde de Fas
ekspresyonunu gosteren ¢alismalar vardir, Hematopoetik hiicrelerde Fas’m
fonksiyonu ve ekspresyonu dogrudan proliferasyon oramyla degismektedir. Bu
da hematopoetik homeostazisin regiilasyonunda Fas/FasL iliskisinin potansiyel
* roliinii diisiindiirmektedir (10).
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Eritroid progenitorierin aktivitesinin kontrolunu arastiran bir ¢ok ¢alisma

vardir. Talasemideks inefektif eritropoez ve artmig hemolizin fizyopatolojiside

iy halen aragtrma konusudur. Talasemi majorlii hastalarda eritroblastlarda Fas

ekspresyonunu aragtiran bir ¢aligmaya literatiirde rastlanmamasgtir.

Bu ¢alismada talasemi majorlii hastalarda periferik kan eritroblastiar: ve
saghkh erigkinlerin  kemik ilifindeki eritroblastlatin Fas ekspresyonuna
bakilarak;

a. Talasemi majorlii hastalann eritroblastlarinda Fas ekspresyonu diizeyi

b. Hastalardaki Fas ekspresyonunun saglikly eriskinlerle kargilagtiriimas:

amagclandr.




GENEL BILGILER

Hematopoezis

insan fetiisiinde hematopoetik regiilasyon erigkindekinden belirgin olarak
f k:hdlrh Hematopoezisin gelisimi i¢ anatomik eviede olmaktadir Bunlar
mezoblastik, hepatik ve myeloid evzelerdir Mezoblastik hematopoezis

: 'éksﬁaembriyonik yapilarda prensip olatakda vitellus kesesinde (yolk sac)

Imaktadir. Baslama zamam gestasyonun 16- 19. ginlerine karsihik gelir.
Yaklagik olarak gestasyonun 6. haftasinda hematopoezisin ekstraembriyonik
“alanlardaki aktivitesi azalr ve hepatik hematopoezis aktif hale gelir 10-12.
aftalarda mezoblastik hematopoezis biter Bu dénemde kemik iliginde diisiik
“diizeyde hematopoezis vardir. Karacier gebeligin son trimesterine kadar
~predominant hematopoetik organ olarak devam eder (Sekil-1) (11).

| Hematopoetik anatomik alamn yolk sac (vitellus kesesi), karacifer ve
kemik iligine sirasiyla transferi kolaylikla anlagilu gekilde olmamaktadir. Her
organda oldukga farkli hematopoetik hiicre popillasyonu vardir. Anatomik
alanlarda ki bu hematopoetik fonksiyon degisiminin mekanizmast heniiz
anlasilamamstir. Erigkin ¢agda hematopoezis bazi kemiklerde devam etmektedir.
Kemik iliginin bu gérevi, normal kosullarda yasamimn sonuna kadar devam eder.
Ancak myelofibrozis ve talasemi sendromlarinin bazilannda kan yapim kemik
iligi diginda da (karacider ve dalak) gerceklesebilir Bu duruma ekstramediiller
hematopoezis denir (11).

Eritropoezis:

Eritrosit yapimi igin amino asitlere, lipitlere, demire, spesifik vitaminlere
ve eser elementlere gereksinim duyulur. Eritrosit iiretimi diizeyl eritropoetin
hormonu tarafindan kontrol altinda tutulur. Eritropoetin (EPO) 30-39 kD
agirhiginda  glikoprotein  olup eritroid prekiirsorlerin  yiizeyindeki spesifik




o8 %Esrler‘e yapigarak  matiir  eritrositlere  farklilasmasim  ve  klonal
asyonunu uyararak etki gosterir Fetilste eritropoetin karacigerdeki monosit
makrofajlar tarafindan iiretilir. Postnatal dénemde ise hemen hemen tiimii
reklerdeki peritibiller hiicreler tarafindan  dretilic.  EPO ietiminin
éiCigex'den bobrege ardisik ge.gisinin regillasyonu halen bilinmemektedir
mik iligi hiicrelerinden olusan doku kiiltiirii ¢aligmalan eritropoetinin regiile
edici roliiniin anlagilmasina yardimer olmugtur (12).
: Oksihemoglobin diizeyi ve dokularn oksijenizasyon orami eritropoezis
_"yapmum uyaran ana faktorlerdir. EPO etkisini eritroid progenitdr hiicteler ve
zi'en'tr‘oblastlaxm yiizeyindeki reseptorler araciliftyla gosterir (13). 3 vasindan
biyiik gocuklar ve eriskinlerde eritroid prekiirsér ve eritroblast havazu kemik
1{;1 hiicre popitlasyonunun yaklasik 1/3°nii olugturur. Proeritroblastlar en erken
_j.fannnlanabﬂen formdur. Bu hiicreler béliimerek matiir formlara doniigiir ve
| hemoglobin birikimini yaparlar. Ortalama her eritroblast 8 retikiilosite démiigiir.
-Bu dontigimde kendim yenileme o6zelligi smurlidir. Total ilik proeritroblast
miktarr ve giinliik retikiilosit iiretiminin 6lgiimleriyle her giin retikiilosit
havuzunun  %10°nu progenitér  kompartmamn  aktivitesiyle kendini
~ yenilemektedir. Insanlarda en primitif eritroid progenitdr hiicte BFU-E (burst
2 forming unit, erythroid) dir. Bu hiicrenin EPO, interlokin-3 ve GM-CSF’e yanit
verme Gzellii vardir. BFU-E birkag kez bélinerek CFU-E (coloni forming cell,
erythroid) popiilasyonunu olusturur. CFU-E popiilasyonu en bilyilk matiir
eritroblast ve retikitlosit olusturan proeritroblast kolonisini olusturur. Tim
proeritroblastlar sadece EPO varliginda farklitasabilirler. Matiir BFU-E ve CFU-
E hiicrelerinin membranlaninda CD34, CD33 ve HLA-DR bulunmaktadir (12).
Sekil 1’de eritropoezin semas: gosterilmigtir
Hemoglobin:
Hemoglobin demir igeren hem gruplan ve protein parcasindan (globin)
olusan kompleks bir proteindir. Hem ve globin arasmndaki dinamik iligki
hemoglobinin oksijeni reversibl tasima ozelligi verir. Hemoglobin molekiili iki

ayn polipeptid zincirinden olusan tetramerdir. Her zincirde bir hem grubu vardir




_:-hexﬁoglobiﬂ polipeptid zincirleri kimyasal olarak degisik tiplerdedir
‘normal erigkinlerin major hemoglobini (Hb A;) alfa ve beta polipeptid
:#dén olusur. Hb A; dolaywsiyla o8, olarak séylenebilir o ve B
nmn ‘herbiri farkli sayida ve diziimde aminoasit igerirler. Bunlarm
'zier'll."c.i:egisik genler tarafindan kontrol edilir (14).

o ﬁbriyo, fetits, ¢ocuk ve erigkinlerin eritrositleri iginde normalde 6 farkhi

.gl_bbgn saptanir. Embriyonik hemoglobinler Gower-1, Gower-2 ve Portland;
;'__herﬁbglobin Hb F ve erigkin hemoglobinleri Hb A; ve Hb A, dir
Hemoglobinlerin elektroforetik mobiliteleri kimyasal yapilarina gore degisiklik

éﬁléri.:é} 11. kromozom izerindedir. Allel ¢iftleri 16 kromozom iizerinde
okalizedir ve o zincir yapisi i¢in genetik enformasyon saglar (14),

- Embriyonik hemoglobinler: Erken insan embriyosunun kant iki yavas

0¢ -eden hemoglobin igerir. Gower-1 ve Gower-2 , Hb Portland; Hb F
i_itesine sahiptir. Portland ve Gower-1 zeta (&) zincirleri yapisal olarak o
lérme benzerler. Her iki Gower hemoglobint tek polipeptid yap1 igerir bu da
psi__ldn (e) zinciridir. Hb Gower-1 de {2€2 ve Gower-2 a2e2 vardir. Hb Portland
272 yapisina sahiptir. 4-8 haftalik embriyolarda Gower hemoglobini hakimdir
fakat 3. ayda kaybolur (14)

~ Fetal Hemoglobin: Hb F; Hb A daki beta zincirleri yerine gama zincirleri

gerir (a2y2). Alkali sivilara karsi denatiirasyon direnci kantitasyon diizeyinin
‘belirlenmesinde kullamlir. Gestasyonun 8. haftasindan sonra Hb F predominant
;:-".hémoglobindir. 6 aylik fetiiste total hemoglobinin %90 mm olusturur, Daha
_Somrasinda hizla azalma olur ve dogumda %70 olarak 5lgiiliir. Postnatal evrede
HbF sentezi hizla azalarak 6-12 aylik bir infantta eser diizeyde kalir. Hb F gama
‘zincirlerinin iki tipi nedeniyle heterojendzdir (HbF,, HbF,). Zincitler 136
‘Pozisyonundaki glisin yada alaninin olmasmdan dolay: farkhdur (14),
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Apopitozis

Organizmada homeostazisin devam: hiicre proliferasyonu ile hiicre
:unun denge halinde olmasimn gerektirir. Patolojik durumlarda, hiicrenin agu

am bir travmayla karsilasmas1 sonucu goriilen nekrozisin tersine, apopitozis

__pmgxamh ve fizyolojik bir 6lim gekli olmast nedeniyle bu dengenin
-surduru]mesmde Onemli rol oynar. Yunanca kékenli bir kelime olan ¢ ‘apopitozis”
sonbaharda yapraklarin dokiilmesine benzetilmigtir (15)

.' _ Ik olarak Wyllie ve arkadaslari (16) tarafindan glukokortikoidlerle
ka:sﬂagan timositlerde 6nemi ortaya konmussa da, kanserle iligkisi anlasildiktan
soma daha bityilkk 6nem vetilmeye baglanmistr. Embriyonik hayatta yaygn

oialak goriilmesinin yanmnda geligimini tamamlamis organizmalarda, &zellikle

- sonrasi geligen klonal genislemenin baskilanmasi igin ¢ok saytda hiicrenin
- kendini feda etmesi gerekmektedir (17).  Bu fizyolojik dengenin bozularak
apopitozisin azalmasi durumunda otoimmun, lenfoproliferatif hastaliklar ve
kanser; artmasi halinde ise dejeneratif hastaliklar ve organ zedelenmesi ortaya
¢ikabilir.

Hiicre oliimii baslica, nekrozis ve apopitozis olmak iizere iki sekilde
meydana gelir. Bu iki 6lim seklinin morfolojik olarak belirgin farkliliklan
vardir. Ani ve agr travma ile kargilasan ve nekroz ile 6len hiicrede sisme,
membran gegirgenliginde artma, ozmotik lizis; dokuda ise agir yangisal
zedelenme meydana gelir. Apopitotik hiicrede, nekrozisin tersine en ¢arpic
degisiklik niikleusta olugur (Tablo-1). Hiicre kiciiliir, mikrovilliis ve
desmozomlarm kayb1 sonucu komsu hicrelerden uzaklasir. Hiicre yiizeyinde
“bleb”ler (sitoplazmik ¢ikintilar) meydana gelir, Sitoplazmada yogunlagma,
hiicre dansitesinde artma, kromatinde yogunlasma ve niikleer ¢ ‘zarf” yakininda
toplanma goriitir. Daha sonra tiim niikleus kondanse olur ve DNA nm yaklastk




0 bp multimerleri bayikiiigiinde fragmantasyonu meydana gelir. Hiicre her
biri membranla kaph birgok apopitotik partikiile ayrihr. Apopitotik hiicrelerde
};’ékrozisin aksine membran bitinligh bozulmamigtir, ancak fagositozu
glaylastuacak membran degigiklikleri erken evrede bile vardir. Komsn hiicreler
yada 6zel fagositler tarafindan bu membran kapli partikiiller fagosite edilerek
dokudan hizla uzaklastnldifn icin yangisal reaksiyon gorilmez. Bu nedenle
apopitozis sessiz olim seklinde ifade edilebilir (18),

Tablo-1: Apopitozis ve Nekrozun Farklar: (16)

- Bulgular Nekroz Apopitozis

Sitoplazma

Geg evrede pargalanir

| .tulum Kitlesel Tek tek hiicreler
(Gen ekspresyonu Gerekmez Gerekir
Hiicre hacmi Artar Azalir
:.Kr'omatin kondansasyonu Uniform Graniller
Niikleolus gortin{imii Kompakt Graniiler
Cekirdek zari Geg evreye kadar intaktkalir ~ Daha erken evrede pargalanir

Apapitotik yapilar olusur

Hiicre organelleri Kaybolur Geg evrelere kadar intakttr
- DNA kirimasi Goriiimez Karakieristiktir
- Agaroz jel elekfroforezinde Nonspesifik Merdiven gériiniimii
- DNA gériinimu
- Cevre dokuda yang Vardir Yoktur

Hiicrelerde apopitozisi uyaran ¢ok sayida fizyolojik ve fizyolojik
olmayan uyartmin ulagtifs ortak nokia, hiicre iginde proteolitik olaylar (katabolik
enzimler) zincirini baglatmalar: ve bunun sonucunda da hiicrede birgok esansiyel
makromolekiiliin pargalanmastyla apopitozis igin karakteristik biyokimyasal ve
ultrastriiktiirel fenotipin ortaya ¢ikmasidir Bu proteolitik olaylar sonucunda
yikima ugrayan baglica molekiiller; hiicre iskeleti ve organizasyonunda rol alan
aktin, fodrin, familyal poliposis proteini; DNA tamiri proteinlerinden DNA-PF,
PARP; niikleer mitotik aparatus proteini olan NuMA; niikleer membran




aS}:ionUIlU saglayan, laminler ve hiicrte siklusunda 1ol oynayan
o‘.o. és’toma proteinidir. Protein ytkimim saglayan proteolitik olaylar zincin

.111: proteazlaxm harekete gegmesiyle baglatilir. Sistein igeren aktf bolgesi

-dortli AA motifinde olan aspartik asit rezidiileri karboksi terminal
da kesen bu sistein proteazlar kaspazlar (CASPASES: sistein igeren asp-
131-) olarak isimlendirilmistir. Bilinen kaspazlardan onemlileri kaspaz 1
kaspaz 3 (CPP32/YAMA) ve kaspaz 8 (FLICE/MACH) dir. Bu kaspazlar

oenzim olarak sentezlenir. Aktive olmalan i¢in asp-x yerlerinde proteolitik

."".x_}ﬁsyon gereklidir. Boylelikle zincir reaksiyonu ile bir sonraki proteaz aktive
“ve son iiriin yikami ortaya ¢ikar. Kaspaz 3 apopitozis yolunda asagida kritik
it noktada yer alip DNA tamir proteinlerinden olan poli adenil riboz fosfatin
ARP) yikimmdan sorumludur. Béylelikie birgok degisik stimiilusun yol agti
rmmal proteolitik olaylar hiicrede, niikleer kondansasyon ve fragmantasyon ile
kterize apopitotik fenotipi ortaya gikanr (17,18).

Apopitotik  hiicrelerde erken degisikliklerden biride mitokondride
-.f'g_ ulu:( Transmembran potansiyelde azalma sonucu mitokondrial fonksiyonda
‘bozulma olur Mitokondriden pro-apopitotik maddelerin (Smegin sitokrom c)
~salgilanmasi ile kaspazlarin aktivasyonuna katkida bulunur. Apopitozise ugrayan
“hiicrelerdeki yiizey karbonhidrat ve diger membran degisikliklerinin fagosit
Teseptorleri ve lektinler tarafindan tammarak apopitotik hiicrenin ¢ok bzl ve
etkm bir mekanizma ile ortadan kaldirilmasiyla apopitozis iglemi sonlanir
(19,20).

| Apopitotik molekiiller hiicrelerde yaygm olarak bulundugu durumda aym
zamanda apopitozis inhibitérii genlerin aktive halde bulunmas: apopitotik olay1
denge balinde tutmaktadir.

Apopitozisin Etkiledigi Olaylar

Apopitozis viicutta birgok fizyolojik olayda rol oynamaktadir Bu
fizyolojik olaylarm bagmnda hiicre turnover'min saglanmas: gelir. Deri, barsak
epiteli, kan hiicreleri gibi turnover’t hizh olan yerlerde yaglanan hiicreler
apopitozis ile ortadan kaldimlarak yeni hiicrelere yer acilmaktadir. Normal

10

. e




giinde 50-400x10/kg polimorfoniikleer hiicre yapilmaktadr. Yaklagik
smrit 1-2 gin olan bu hicreler ortadan kalkmazsa yeni yapilan hiicrelerle
&@:@omﬂ bir hacme ulasabilir (16).

Apopitozisin rol oynadig diger bir olay da endokrin hiperplazi ve
:yondur.‘ Uygun hormonal uyart sonucu endokrin hiicrelerde apopitotik
ngellenmekte ve hiperplazi gelismektedir. Bu uyan ortadan kalktif1 zaman
la olan hiicre kitlesi apopitozise gitmekte ve boylece involiisyon
eklesmektedir. Omegin laktasyon swasmda prolaktinin etkisiyle —meme
hﬁcr_élzetinde apopitozis engellenirken, bu dénem sona erince apopitozis yoluyla
imﬁéliisyon gelismektedir. Iskemik atrofide de iskemiye ugrayan hiicreler
'éﬁ_épitozise gitmektedir. Tam olarak dolasim kesildiginde ise daha gok nekroz
serceklesmektedir

- - Radyasyon, sicak soku ve kemoterapotikler de apopitozise yol
acabilmektedit. Ozellikle malign hiicrelerde  bu  etkenlerle apopitozis
iﬁdﬁklenebilmektedir.. Ancak yine fazla dozlarda aymi etkenler nekroza neden

. Immin sistemin sekillenmesinde de apopitozis gok Onemli 10l
oynamaktadir. Apopitozis en klasik &megi sayilan yenidogan timusunun
involiisyonu sonucunda T lenfositlerin yaklagik %98’1 seleksiyona ugramaktadir
(21). Ayrca hafiza hiicrelerinde apopitozisin baskilandify belirtilmektedir.
Bunun fizyolojik onemi, hafiza B lenfositlerinin duyarli oldugu uyaranin yeniden
'gehnesi durumunda hazir bulunmasini saglamaktir (17).

Fas/Fas Ligand iliskisi

Hiicrelerde apopitozisi baslatan ¢ok sayida fizyolojik ve fizyolojik
olmayan uyarim vardar, Fas reseptér ve ligand interaksiyonu ile apopitozis
inditkksiyonu  temel mekanizmay: olusturur. Bu konudaki galismalarm
onciiligiinii, fare deneyleriyle Nagata yapmugtir (22),

_ Fas ve FasL molekiillerinin etkilegimi sonucu, yiizeyinde Fas bulunan
 hiicrede apopitozis meydana gelir. Fas (Fas reseptorii; CD95; APO-1) 45 kDa
| agirhiginda, tiimér nekrozs faktér (TNF) reseptGr grubuna ait tip 1 membran
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teinidir. Insan Fas molekilit 325 aminoasitten olusmustur. Bu gruptaki
teinlerin sisteinden zengin ekstraselliler, transmembranéz ve intraselliiler

ak iizere ¢ kismm “domain™ vardir. Fas ligand (FasL;CD95L) ise Fas

organizmada homeostazin devamu igin gereklidir Ancak viral hepatitte oldugn
'gﬂﬁ bazi patolojik durumlarda ise Fas/FasL interaksiyonundan organizma zarar
gorebilir (24)

Fas geni farede 19, insanda ise 10. kromozomda bulunur. Fas ligand
geninin ise farede ve insanda birinci kromozoma lokalize oldugu gosterilmigtir
(22). Her iki genin mutasyonlar: farelerde apopitozis defektine bagh
lenfoakizmiilasyon  somucu  ortak fenotip  [jeneralize  lenfadenopati,
ﬁepatosplenomegali, otoimmiiniteye egilim, periferal “double” negatif (CD4- ve
_CDS‘) hiicre artisi] ile karakterizedir. Son yillarda insanlarda da Fas geninde
._'falkh mutasyonlara bagh apopitozis defekti sonucu faredekine benzer fenotip ile
karakterize olgular bildirilmistir (50).

Fas/Fasl. etkilesimi ozellikle immiin tegiilasyonda 6énemli rol oynar. T
~ lenfosit gelisimi, negatif seleksiyondaki roli iyl tamumlanmistir. Normalde




nusta olgunlasan timositlerin %95’inden fazlasi hatali “re-arrangement” veya
olf  Teaktiviteye” bagh negatif seleksiyon ile ya da pozitif seleksiyona
ama sonucu apopitozis ile dlmektedir (18)

T lenfosit sitotoksisitesinin nemli bir parcasini olusturan Fas/FasL
iminin transplantasyon immimolojisi ve immiin dokunulmazligm
vaminda rol oynadify da gosterilmigtir (18,22). T lenfosit sitotoksitesi baglica
fnekanjzma ile meydana gelir Perforin/granzim yolu (sekretuar) ya da
Fas/FasL (nonsekretuar/reseptdr) yolu araciligryla olmaktadir

Hastalbiklarin Patogenezinde Apopitezisin Yeri

Cok hiicreli canlilarda homeostazis hiicre ¢ogalmasi ve hiicre 6liimii
z__treismdald dengenin korunmasiyla saglamir. Hiicre ¢ofalmasi sayisiz denge
siétenﬂeri ve kontrollarla diizenlenir. Biiyiime faktdtleri ve proto-onkojenler
cre dongiisiinii uyarirken tiimdr siipressor genleri kontrolsiiz hiicre ¢ofalmasimi
- baskilama yolunda etki gosterir Differansiye bir hiicre kendini yok etme kodunu
ﬁierinde tagimaktadir (26). Apopitozis ekstrensek veya intrensek yollarla
dyanlabiﬁr. Apopitozisi uyaran ve inhibe eden faktorler Tablo 2 ve 3°de
gosterilmigtit.  Apopitozis ile iliskili hastaliklar da Tablo 4 ve 5°de
: gosterilmektedir,

{
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Tablo-2: Apopitozis Uyaranlar (26)

Fizyolojik Hasarla iligkili Tedavi ajanlan Toksinler
keivatorler uyaranlar
NE ailesi (FasL, TNF) _ Sicak soku Kemoterapotiler Etanol
Kéjsgyum Besin yokiugu Sisplatin, bleomisin, B-amyloid peptid
doxorubisin, sitozin
Tfansfonning growth Viral enf arabinozid, N-mustard,
o Bakteriyel toksinler vinkristin, metotreksat
Noérotransmitterler Onkojenler (Gamma radyasyon
.'(.glutamat,dopamin (myc,rel E1A) UV radyasyonu
N- metil-D-aspartat) Timor sipressoreri
lukokortikoidler (p53)
Sitolitik T hiicresi
. Bliyime faktort azhdr  Oksidanlar
Serbest radikaller
- Matrix temasinin
olmamasi
Tablo-3: Apopitozis Inhibitorleri (26)
Fizyolojik inhibitérier Viral Genler Farmakolojik Ajaniar
Bilyiime faktorleri Adenovirus E1B Calpain inh
Ekstrasel. Matriks Baculovirus p35 Sistein proteaz inh
CD40 ligand Baculovirus IAP Timér uyaranlan
Nétral  aminoasitler Cowpox virus crmA -PMA
Ginko (endoniikleaz inh) EBY BHRF-1,LMP-1 -Fenobarbital
Ostrojen African swine virus -a-hexaklorosikloheksan

Androjen

Herpesvirus y1 34.5
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Tablo-4: Apopitozis Artisi ile Iliskili Hastahklar (26)

1 AIDS

2 Nérodejeneratif hastaliklar
Alzheimer hastaligi
Parkinson hastalidi
Amiyotrofik lateral skleroz
Retinitis pigmentoza
Serebellar dejenerasyon

3 Myelodisplastik sendrom
Aplastik anemi

4 Iskemik hasar
Miyokard infarkttisti
Reperfiizyon hasari
Stroke

5.Toksik karacider hst {Alkol)

Tablo-5: Apopitozisin inhibisyonu ile Tliskili Hastahklar (26)

1. Kanser
Follikiiler lenfomalar
p53 mutasyonlu karsinomalar
Hormon badimii timdrler
Meme, prostat, over kanserleri
2. Otoimmiin hastabklar
SLE
Bazi glomerulonefritler
3. Viral enfeksiyonlar
Herpes
Poxvirls
Adenoviriis
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opitozis ve Kanser:

" Malign hiicre proliferasyonu ve birikimi hilcre tretimi ve oliimii
sndaki dengeye baghdi. Son yillardaki bulgular apopitozisin kanser
eﬁg;ﬁmde snemli bir rol oynadigimni gdstermistit. Apopitozis mekanizmasindaki
ar hem cog@alan hiicrelerin birikimine neden olarak hem de malign potansiyeli
;1_311”genetik materyalin ortadan kalkmasmi azaltarak kanser gelisimine neden

| Apopitozis tedavi edilmemis birgok timoériin bitylimesinde rol oynar.
Oregin bazal hiicreli karsinoma ve akut T lenfoblastik 16semi hiicrelerinde aktif
larak bolimen hiicrelerin cok fazla olmasma karsm biiyiime hizinm
klenenden diisiik olmas: timdr hiicrelerinin bir kisminim apopitozis ile ortadan
ﬁlduﬂmasayla agiklanabilir (27).

Son arastrrmalar tiimér hiicrelerinin apopitozise direncinde birkag genin
Kritik onemi oldugunu gdstermigtir. Bu genlerden ilk saptanan Bcl-2 dir.
“ Follikiiler lenfomali hastalarm gogunda 14 ve 18 kromozomlar arasmdaki
'_;;U‘anslokasyon bolgesinde bulunmustur. Bel-2 genine genel olarak hiicre 6lim
siipressor geni denmektedir. Bel-2 yi fazla miktarda iireten hicrelerde DNA
 onarim hizinda artis olmamakla birlikte Bcl-2 nin

yilksek olmasi apopitozise gidise engel olmakta ve dier onkojenlerle temas
olasiligin arttirmaktadir (28).

Bir protoonkogen olan c-myc ozellikle proliferasyon ve apopitozis
arasmda yapilacak segimde 6nemli bir rol oynar.

DNA hasar1 sonucu gelisen hiicre oOlimlerinin gogn apoptozis ile
gergeklesir. p53 gen ariinii genotoksik hasara yamt olarak apopitozisin
baglatlmasmmda gereklidit. Cogu kanserlerde p53 geninde mutasyon veya
delesyonlar vardir. Béylece timér hiicreleri apopitozise karsi direng ve
olimsizlik kazanirlar  (29). Cofu antikanser ilaglar (alkilleyiciler,
antimetabolitler, hormon antagonistleri) sensitif hicrelerde apopitozisi

indiikleyerek etki gosterirler.
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Fizyolojik kosullar altinda otoantijenlere baglanan immatiir T lenfositler
_e_ipopitozis ile oliirler. Bu mekanizmada herhangi bir defekt otoimmiiniteye yol
éi;ax; Farelerde Ipr gen mutasyonu lenfositlerde artmaya ve SLE’ye benzer bir
'. loya neden olur. Lpr geni APO-1 veya Fas olarak bilinen hiicte membran
?rotem'm' kodlar. Lpr geninde mutasyon olan fare Fas genini sunamadigs igin
otoreaktif T lenfositleri etkili olarak ortadan kaldlamaz Insaniarda SLETi
::i_'hastalaida Ipr genine ait mutasyon gosterilememis ancak Fas/Fas ligand
';_:'_-."baglantlsuu kompetitif olarak inhibe edecek diizeyde solubl Fas bulunmustur ki
buda reaktif lenfositlerin apopitozisini ¢nlemektedir. Ozet olarak insanlarda
apopitozis kontrolii yapan genlerle dogrudan iliskili otoimmiin hastalik yoktur
ama aragtirmalar bu yolla hastaliklarin baglatilabilecegini gostermektedir (31).

Apepitozis Yaslanma ve Nirodejeneratif Hastahiklar:

Vicuttaki hiicre toplulugunun yasla azalmasi genetik olarak kontrol
ediliyor olmas: gerekir. Yaslanma sirasmda erken veya normalden daha fazla
hiicre kaybi organ disforksiyonlarma yol agar. Bu konudaki en fazla caligilan
Ornekler SS8’nin norodejeneratif hastaliklanidir. Bu hastaliklarda hiicre 5liimii
herhangi bir yangisal reaksiyon yaratmadan biiyiik oranda apopitozis aracilifz ile
olmaktadir,

Alzheimer hastalifn, Parkinson hastaligs, amyotrofik lateral skleroz,
retinitis pigmentoza, spinal miiskiler atrofi ve baz serebellar dejenerasyon




éﬁ? apopitozisi kullanarak hiicre kaybma neden olurlar Bcl-2’nin fazla
glmast halinde norotoksik maddelerin (oksidatif stres, Ca, mitokondrial
ektler, yasam faktorlerinin yoklugu) hiicre liimii indiikleyici etkisi azalir,
yca norotrofik bitytime faktérleri ve ekstraselliler matriks néronlarn
ozis esifini degistirir Alzheimer hastalipinda ilerleyici PB-amiloid
rikiminin apopitotik etkisi antioksidanlaria geri cevrilebilir {26).

. Spinal miiskiiler atrofi resesif gecisli nérodejeneratif bir hastaliktir. Bu
aéfahkla iligkili son saptanan genlerden birisi néronal apoptozis inhibitér
'_i.iiro'téindir (NAIP). Bu proteinin homolofu baculavirus te bulunmaktadir ve
E-b{j_:cek hiicrelerinde apopitozisi onlemektedir Bu bilgiler 1s13mnda NAIP
genindeki mutasyonlar SMA’h hastalann néronlarnda  apopitozise hassas
hﬁasma yol acabilir (26).

-’Apopituzis ve Hematopoezis:

: Matiir  kan hiicreleri kemik iliginde lokalize hematopoetik kok
hiicrelerden  dwetilirler  Hematopoezisin regiilasyonuna trombopoetin, koloni
stunulan faktorler, eritropoetin ve kok hiicre faktorlerinin de yer aldig biiyiime
faktorleri etki eder. Biiytime faktorleri proliferasyonu stimiile etmesine ek olarak
hedef hiicrelerin yasam siitesini de uzatrlar (32). Hematopoetik progenitér
hiicreler invitro ortamda bityiime faktorleri yoksa hizla apopitozise giderler.
- Bilyiime faktorleri notrofil gibi postmitotik kan hiicrelerinin sagkaliminm
- regiilasyonunda 6nemlidir. Bel-2 iiretimi ve ekstraselliler bilyilme faktérlerinin
yokluguyla hiicre béliinme hizi azalir ve hiicreler diferansiyasyona yonelir (33)
Baz1 kan hiicreleri yapim bozukluklarinda 6rmegin aplastik anemi ve
myelodisplastik sendromun bazi formlarmda kemik iliginde artmis apopitozis
saptanmustir (1,2). Bu hastabklarda apopitozis gen aktivasyomu, biiyiime
faktorleri azhigi, toksinlerin direk etkisi ve immin yamt mediatérlerinin
uyanstyla geligebilir. Eritropoetin, GCSF ve GMCSF gibi faktérler klinikte
tedavi amactyla kullamlmaktadir.
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Hastaliklarin Tedavisinde Apopitozis

Fizyolojik hiicre diimi fizik ve kimyasal faktotlerin dismda genlerin
aﬁgu kontrol mekanizmastyla olmaktadir. Hastaltklarn altta yatan énemli
cmﬁin apopitozis oldugu digiiniilirse bu patolojilere getirilecek genetik bir

. "a'slﬁl tedavideki dnemint ortaya ¢ikaracaktir.
- .Bam tiimorierm apopitozis yoluyla tedavisi miimkiin olmaktadir. Prostat
serlerinde androjen etkisinin kaldirilmastyla, meme kanserlerinde ise dstrojen
Qséptﬁr antagonistleri ile regresyona ugratilarak tedavi edilebilmektedir (34)
011 yillarda B hiicreli lenfomalann biytimesi Bcl-2 geni oligoniikleotidlerine
atsit etkiyle in vitro deneylerle inhibe cdilebilmektedir (35).
Hiicre kayb1 ile baglantili hastaliklarda bu hiicrelerin apopitozis esiim
arak tedavi olasidir Kanser tedavisi sonrasi growth faktorlerle sitopeni
izeltilebilmektedir. Norodejeneratif  hastaliklarda norotrofik  faktorlerle
gronlanin, AIDS de ise n-asetil sisteinin antioksidan etkisiyle CD4+ T
enfositlerinin yasam siresi arttimlabilmektedir. Iskemik hasarmn kalsiynm
taboliznasma etkili ajanlarla tedavisi hala test edilmektedir (26).
Hiicre yiizey olim efektorlerini inhibe ederek apopitozis esigini
”."c'i.egistixmek olasidir. Omegin Fas ve TNF’e karsi antikorlarla Fas ligand ve
TNF’in baslattig1 hiicre 6liimil sinurlandirilabilir (36)
| Otoimmiin hastahklar lenfositlerin viicudun kendi antijenlerine
reaktivite kazamp prolifere olmasiyla gelismektedir. Fare deneylerinde
otoimmiin ensefalitin tedavisinde hastalikla iligkili otoantijenin tekrar tekrar
verilmesiyle spesifik lenfositlerin delesyonu saglanabilmektedir (37). Bu bulgu
spesifik antijenin saptanabildifi otoimmiin reaksiyonlarda tedavi stratejisi
olabilir.
Apopitozisi kontrol eden genlerin saptanmasi ve gen tedavisi ile farkl

birgok hastalifin seyri degistirilebilirken yaslanmaninda sirlan ¢oziilebilecektir.

19




Talasemi

Talaseminin Tanmmm: Hemoglobin molekiliinii olusturan globin
cirlerinden birinin veya daha fazlasimn yapillamamasi veya az miktarda
l_éﬁihnam ile karakterize olan ve otozomal resesif gecis gosteren bir grup
...ia.étahga talasemi ad1 verilmektedir. Normal erigkinde hemoglobinin %96’sim1
IbA;, %25-35'nu HbA; ve %l’den azm HbF olugturmaktadu. HbA, in
__ yépmmda 2 alfa ve 2 beta, HbA,’nin yapisinda 2 alfa ve 2 delta zinciri, HbF’in
_.*::y.éplsmda ise 2 alfa ile 2 gama zinciri bulunur Normal erigkin hemoglobininin
%96 kadarmin HbA; (o3f;) olmasi nedemiyle klinik olarak énemi olan
_'_:':'falasemiler alfa ve beta globin zinciri ile ilgili talasemilerdir. HbA, ve HbF
eriskinde total hemoglobinin gok az bir kismim olusturdugu icin bu hemoglobin
“yapisma giren delta ve gama zincirlerinin yapim yoklugu veya azh@ sonucu
“olugan delta ve gama talasemiler genellikle belirti vermezler (1,2).
Yagami devam ettirebilmek igin dizenli ve sirekli kan transfiizyon
::"'ﬂltiyam olan hastalara Beta talasemi major denilmektedir. Bu hastalarn biiyiik
“cogunlugunda her iki beta globin genide talasemi mutasyonuna ugradif icin
“homozigot beta talasemi” adida verilmektedir. Aile g¢alismalarinda B talasemi
mutasyonlan i¢in homozigot goriinen diger hastalar infeksiyon, cerrahi veya
diger stresler disinda kan transfiizyonu olmadan hemoglobin konsantrasyonlarim
6-10 gr/dl diizeyinde tutabilirler (2,39). Bu hastalara Talasemi intermedia denir.
T. intermedia hastanin transfiizyon durumunu tanimlayan klinik bir tanimdur.
Talaseminin Dagihm: ve Sikhg:
Beta talasemiler otozomal resesif gegis gOsteren genetik hastahklar
arasinda diinyada en stk goriilenidir. En sik olarak Akdeniz bélgesinde ayrica
ekvator ve ekvatora yakin olan Uzak Dogu iilkelerinde ve Afrika’da baz
bolgelerde de rastlanmaktadir. Ulkemizde yapilan tarama ¢ahismalan ile beta
talasemi tagtyrcilik insidansmm Tirkiye genelinde %2 oldugu ve ydresel
farkhihklar gosterdigi (%0.6-%10.7) bildirilmigtir (1,2,40). Antalya yoresinde
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silan bir ¢alismada Talasemi tagtyicihgt insidans: %10.4 olarak bulunmustur

Fizyopatoloji: Agir beta talaseminin 3 globin iiretimindeki azalmadan
ldugn 1960 ortalarinda retikiilositlerdeki globin biosentezinin direk 6l¢iimii ile
ptanmustir (41,42,43).

Beta talasemide beta globin zincirinin yapilamamasi sonucu, alfa zincir

yap'iml normal diizeyde oldugn igin alfa globin zincirinde relatif bir artma
géﬁiliir Artmug olan alfa zincirleri dimer seklinde hiicre iginde birikerek
kliizyon cisimlerini olugturmaktadir Alfa talasemide ise hiicre icinde HbH
(béta 4) veya Hb Barts (gama 4) birikir Fonksiyonel Hb tetramerlerinin
y_apnmnda azalma sonucunda ise hemoglobin seviyesi diiser. Tiim talasemiler
igin karakteristik olan hipokromi, mikrositoz, target hiicreleri, gozyas hiicreler,
fragmanlar ve mikrosferositler periferik kan yaymasinda goriiliir. Eritrosit hiicre
zara yapisan inkliizyon cisimleri hiicrede zedelenmeye yol agar. Bu hiicrelerin
__ dalaktan gegigleri simasmda bu kisimlarin alinmasiyla degisik sekilli eritrositler
| ortaya ¢ikar. Icinde inkliizyon ve membranda sekil bozuklugu olan hiicrelerin
~internal tyonik dengeleri bozulur Bu hiicreler dalakta ve retilitloendotelial sistem
5:'dokula1'1nda parcalamrlar. Bu nedenle yasam siireleri normal eritrositlere gore

~daha kisalir. Bunun sonucunda hemolitik anemi olugur.

inkliizyon igeren normoblastlanin normal gelistim evrelerine girmeden
kemik iliginde erkenden harabiyete ugramalari sonucunda inefektif eritropoez
olusur. inefektif eritropoez nedeniyle periferik kanda retikiilosit ¢ok yiiksektir.
Fetal hayatta kan yapim yerleri olan karaciger ve dalakta da kan yapimu devam
eder. Artmis eritrosit yikimi ve myeloid metaplazi nedeniyle dalak ve
karacigerde bityiime olur (2,44).

Talasemik eritrositlerde sayisiz membran anormallikleri tammlanmustir,
Bu tanimlamalanin gogu fazla globin zinciri ve presipite hemoglobin zincirlerinin

degradasyonu sonrast hiicre membrani ile hem-demir iligkisinden olan oksidatif

hasara atfedilebilir (45,46,47).
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Talasemide Molekiiler Patolsji ¢

o globin zincirinden sorumiu gen kiimesi 16. kromozom, o dist olanlar

kromozomdadi. B globin zincirinden sorumlu gen kimesi de 11
k_rdmozomun lasa kolu uzerindedir Beta gen kiimesi 5° bolgesinden vani
proksimalinden distaline dogru embriyonik epsilon geni, fetal hemoglobin
renleri, psddobeta, delta ve beta genlerini igerir. Beta globin geninde 3 ekson ve
':."'ntron (Intervening sequence-1VS) bulunmaktadir. Globin zincirini sifreleyen
dizilerin oldugu gen bdlgelerine ckson, proteine doniismeyen bélgelere intron
denilmektedir (2,48).
' B talasemilerinde beta globin zincir sentezinin varhg yada yokluguna
“gore B yada B’ olarak adlandirilmaktadir B talasemilerdeki molekiiler defektler;
1- Transkripsiyon defektleri,
2- Prossesing defektleri,
3- Translasyon defektleri;

a) Tek bir nokta mutasyonu (missense mutasyon)

b) Kodon dizi kaymasi (frame shift) mutasyon

¢) Okunamayan anlamsiz (nonsense) kodon mutasyonu

4-Delesyona bagh mutasyonlar: Daha ¢ok delta-beta talasemi, gama-

delta-beta talasemiler.

Bugiine kadar 150°den fazla mutasyonun beta talasemiye yolagtift
gosterilmigtir En sik rastlanan IVS 1-110 mutasyonudur. Tiirkiye’de ise en sik
rastlanan mutasyonlar IVS 1-110 ve IVS I-6 mutasyonlandir (48). Sekil 3’de
DNA’dan B globin zinciri sentez basamaklan gosterilmektedir

Edinsel ve genetik degistirici faktérler olmasmna karsin B talaseminin
agnhk derecesi a ve total nono-globin sentezi arasindaki dengesizligin diizeyi ile

dogrudan iliskilidir. Hastalatda biyosentez oranm belirleyen ii¢ major faktor

ortaya ¢ikmaktadir:
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1- Spesifik mutasyon ya da mutasyonlarin dogasi
2- o globin ekspresyonunu azaltan veya arttiran o globin kiimesindeki
anormaliiklerin varlif

3- HbF sentezindeki genetik kapasite

Kisa ve uzun donem kemik iligi hiicrelerinin inkiibasyonlariyla a-nono
-biyosentez oraninin karsgilagtumasinda fazla « zincirlerinin proteolizisi hastaligin

aguligint belirler (49,50). Ancak bu mekanizmay: agiklayan kantitatif calisma
“yoktur.
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poly(A)-3’tail
Sitoplazma
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B-globin zinciri

Sekil 3 : DNA’dan B globin zinciri sentez basamaklan gosterilmektedir.
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Talasemi sendromlart globin zincirlerinden biri veya daha fazlasinin

“talasemilerin tersine B talasemilerin 4 smifi fonksiyonel gen sayisiyla iliskili
: 'degi]dir.‘ Cunkii tek fonksiyonel § globin geni 11. kromozom iizerindedir.
' Diploid hiicre normalde iki B globin geni tasu. B talasemilerin klinik
: heterojenitesini B globin gen gosterimini degisik olarak etkileyen spesifik
- mutasyonlann farkliligs gosterir. Cogu mutasyonlar B globin gen ekspresyonunu
* (B) elimine eder. Oysa diger nedenler B globin gen ekpresyonunda (B*) degisken
azalmaya yolacar. Her hastanin y globin sentez kapasitesi klinik siddeti modiile
eder. Talaseminin klinik agith@ o veya B globin sentezindeki gergek diizeyden
daha ¢ok globin zincirindeki denge bozuklugu ile belirlenir (55,56). B talasemili
bireylerin kemik iligi hiicrelerinde y globin sentezi zincir dengesizligi nedeniyle
azalttima egilimindedir (57). B talasemide B globin geninde olan mutasyonlar y
globin gen ekspresyonunu dogrudan etkilemektedir. Buna karsim siddetli B
talasemili bazi bireylerde fetal hemoglobin sentezini arttwan ek genetik

determinantlar birlikte kalitilabilir. Her hastanin klinik aguh@ bu kompleks

genetik iligkilerin sunucuna baghdir ve halen tam olarak bilinmemektedir (1).




Klinik

Beta Talasemi Tastyicilarinda Klinik Bulgular

iki beta geninden yalmizca birisi beta talasemi geni tasiyorsa bunlara beta
talasemi tasiyicilan denilir (Talasemi mindr). Bu olguiar genellikle klinik olarak
asemptomatiklerdir,

Beta Talasemi Majorda Klinik Bulgular

Beta talasemi major ilk kez 1925 yilinda Thomas Cooley tarafindan
tanimianmugtir (58). Bu nedenle Cooley anemisi adi da verilmektedir. Yenidogan
evresinde hemoglobinin biiyiikk ¢ogunlugunu (%70-90) HbF olusturmaktad.
HbF B zinciri igermedifs i¢in yenidogan bebekler normaldir. Genellikle 3
aybktan sonra gama gem yapiminin durdurulup f gen yapimimn tam aktif hale
gectigi devrede anemi belirir ve hemoglobin diizeyleri gogunda ilk alt1 ay ile bir
yil arasinda transfiizyon gerektirecek diizeylere iner Bazen HbA eksikligini
HbF’in 1yi kompanse etmesi nedeniyle 3-5 yaslarinda tam konulabilir bu duruma
talasemi intermedia adi verilmektedir.

Talasemi majorlu hastalar ailelert tarafindan biytime gerthigi, geligme
geriligi, kilo alamama, beslenme giigliigii, irritabilite, kann sisligi, solukluk gibi
¢ok degisik yakinmalar ile getirilirler. Klinik bulgular olarak siklikla anemi ve
hepatosplenomegaliye rastlanr. Gerekli transfiizyon ve selasyon tedavisi
almayan hastalarda yasam siiresi 5 yil civarindadir. Bu hastalar genellikle anemi,
kalp yetmezligi, karaciger yetmeziigi ve difer endokrin organ yetmezlikleri ile
splencktomi vyapilanlar ise septisemiden kaybedilitler. Uygun transfiizyon
yapumayan hastalarda talasemi majorun tipik bulgulann ortaya ¢ikar Bunlar
biiytime-gelisme gerilifi, burun kokiinde basiklik, maksillarin belirginlegsmesi ve
talasemik yiiz goriiniimii seklinde olabilir. Diploe mesafelerinde genigleme,
fircalagsma, uzun kemiklerde ve el parmaklarinda trabekiilasyonda atrtma
karakteristik iskelet yapisindaki radyolojik bulgulardir. Diizenli tedavi almayan

hastalarda hepatosplenomegali, demirin melanin pigmentini stimiile etmesi
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‘sonucu cilt pigmentasyonunda artma gozlenir. Kemik iligi geniglemesine bagl
uzun kemik kortekslerindeki osteopeni nedeniyle spontan kiriklar olabilir
Maksiller kemikteki deformitelere bagh olarak dig problemleri ile 1sirma ve
¢igneme  bozukluklan gelisir.  Ekstamediiller hematopoetik  dokularm
lokalizasyonlarmna bagh karaciger yetmezligi ve diger endokrin organ

~ yetmezlikleri ile norolojik bulgular goriilebilmektedir Splenomegaliye sekonder

: Epistaksis ve hemostatik difer problemler karaciger fonksiyonlarindaki
bozulmaya da bagh olarak gelisit. Hemosiderozis ve hiperiirisemiyle iliskili
olarak omuz ve diz eklemlerinde odem, artropati, sinovit, artralji, kas zayiflig
gelisebilir. Demir depolanmasma baglt olarak renal titbiiler dilatasyona bagh
bobreklerde bityiime, orta derecede proteiniiti  ve mikroskopik hematiiri,
interstisyel nefrit meydana gelmektedir. Bobrek fonksiyonlarndaki azalmaya
bagh hiponatremik ve hipokloremik alkaloz da geligebilir. Biiyiik yaslardaki
hastalarda safra taglan, kolesistit ve diyare olusabilir. Pubertal geligme gecikmesi
veya olmamasi, diabetes mellitus, adrenal yetmezlik, tiroid ve paratiroid
fonksiyon bozukluklan da olabilecek endokrin bozukluklardir,

Talasemi majorlii hastalardaki en sik 6liim nedenj kalp yetmezligidir

Tekrarlayan transfiizyonlara bagh olarak yasammn ikinci dekatinda kardiyak
hemosiderozis gelismektedir. Sclasyon yapilmaksizin 100 iimite eritrosit
siispansiyonu verilmesiyle énemli dizeyde kardiak demir depolanmast oldugu

gosterilmistir. Makroskobik olarak atrial ve ventrikiiller bogluklarda genigleme,

miyokardial tabakada kalinlasma sonucunda kalbin agilig1 2-3 kat artar Demir

birikimi ile kalp ritminde ve miyokardial kontraksiyonda fonksiyonel probiemier

baglamakta, aritmi ve direngli kalp yetmezliginden dolay1 hastalar

kaybedilmektedir. Kalpte gelisen  patolojiye  talasemik kardiyomiyopati

denilmektedir (1,2)

Kan transflizyonlan ile hemoglobin diizeyi normal smirlarda tutulan ve

1yi gelasyon alan olgularda hemosiderozis komplikasyonlar1 nadir gériiliir (59).
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Beta Talasemi intermediada Klinik Bulgular

Homozigot [B-talasemilerin yaklagik %10 kadannda klinik seyir beta
“talasemi majorden daha hafif ve talasemi tagtyicilardan daha agidir. Talasemi
“intermedia olarak adlandinlan bu grup ¢ok genis bir klinik spektrum ile
karakterizedir. Bu hastalarn kan transfiizyon gereksinimi olmaksizin hemoglobin
{ dizeyleri 7 gi/dl veya iizerindedir. Bilinen baz hafif mutasyon tiplerinin
homozigotlugu veya hafif ve agir molekiler defektlerin ¢ift heterozigotlugu
- talasemt intermedia klinik seyri ile karakterize olabilir. Talasemi intermedia’li
~ hastalarm bazilar1 normal bityiime, gelisme ve seksiiel matiirasyon gostererck
erigkin yasa kadar ulagnklan halde bazm T intermedia’li hastalarda
kardiyomegali, osteoporoz, kiniklar, artrit, splenomegali ve hipersplenizm gibi
komplikasyonlar gelisebilmektedir Bu komplikasyonlar T majordeki gibi
hemoglobin seviyesini normal diizeylerde tutarak ve endojen eritropoezi siiprese

edecek transfiizyon programlan ile 6nlenebiimektedir.
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Talasemilerin Simiflandimimas:

Klinik Sumiflama

Talasemi major

Transfiizyon bagimli homozigot $°-talasemi
Homozigot B -talasemi (baz: tipleri)

Talasemi intermedia

Hafif form B o' p%/B" talasemi

Hemoglobin Lepore sendromlan

Homozigot & B-talasemi ve herediter fetal hemoglobin devamlilij;
o & B’ - talasemi kombinasyonlar

Ug kopyali o genli heterozigot B-talasemi

Dominant B-talasemi

Heterozigot B-talasemi ve B zincir varyantlan (Hb E/B-talasemi)
Hemoglobin H hastah

Talasemi minor

B-talasemi trait

S B-talasemui traif

Herediter fetal hemoglobin devamhlig
B -talasemi trait

o' (o°)-talasemi trait

o (o)-talasemi trait
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a-talasemiler

Tammlama Haplotip Heterozigot Homozigot
:_aq--talasemi trait -/ ao-talasemi;dﬁsiik MCH ve MCV Hidrops fetalis
--.-Iiisfonksiyonel a- -a¥/ cx°~ta1asemi;dﬁ§ﬁk MCH ve MCV Hidrops fetalis
talasemi
_ o -talasemi;minimal hematoljik Heterozigot o’-

o -talasemi trait ~o/ anormallik talasemi
degisken Bazi olgularda
Delesyonsuz o- oaa Hb H hastalign ;.
talasenm
~ Hb-constant spring Hb CS %0.5-1

Heterozigot o'-

talasemi
B-talasemiler
Tip Heterozigot Homozigot
P Talasemi minér;[db A,:>%3.5  Talasemi major; Hb F:%98
Hb A,:%2; Hb A yok :
B' Talasemi minér;Hb A,:>%3.5  Talasemi major; Hb F:%70-80

Hb A:%10-20; Hb Aj:depisken

3 3 herediter fetal Talasemi minér; Hb F:>%5.20 Talasemi intermedia;
hb devamlilig; Hb A;: normal veya diigiik Hb F:%100

Hb Lepore Talasemi minor;Hb A:>% 80-  Talasemi major ve intermedia;
90; Hb Lepore:%10; Hb Hb F:%80; Hb Lepore: %10-
Aj:azalmig 20; Hb A, Hb A,: yok
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Laboratuvar Bulgular:

B-Talasemi Tastyrcalig: (B-TT)

Periferik kan yaymasmda eritrositlerde  hipokromi, mikrositoz,
anizositoz, poikilositoz, bazofilik noktalanma ve bazilannda anemi olabilir
Ortalama eritrosit hacmi ve ortalama eritrosit Hb konsantrasyonu gibi eritrosit
indekslerinde azalma olurken eritrosit sayiminda artis gozlenit. HbA, nin yiiksek
olmast tam koydurucu bir bulgudur. HbF diizeyide az miktarda yiikselebilir. o/
globin zincir sentez orant ise 1 5-2 arasindadir.

B-Talasemi Major

B-talasemi majorde agm anemi yaninda periferik yaymada eritrositlerde
hipokromi, mikrositoz, anizositoz, poikilositoz, polikromazi, target hiicresi,
bazofilik noktalanma, fragmantasyon vardir. Anemi ne kadar agirsa periferde o
oranda normoblast sayisinda artis olur Basvuruda transfiizyon yapilmams
olgularda genotiple degismekle birlikte HbF %20-100, HbA, %2-7 ve HbA; %0-
80 arasmndadir. B° talasemili hastalarda Hb A diizeyleri ¢ok fazla diisitkken Hb F
diizeyi gok yiiksek, B” talasemili hastalarda ise bir miktar Hb A diizeyine
rasttanmaktadir (1),

Kemik ilifi yayma incelemesinde eritroid/myeloid seri oram 20/1’e esit
yada daha fazladir (1).

B-Talasemi intermedia

Hemoglobinleri 7 gi/dPnin iizerindedir. Periferik kan bulgulan ve
eritrosit  indeksleri  B-talasemi majorde oldugu gibidir Hemoglobin

elektroforezinde HbA, HbF ve HbA, seviyeleri degiskenlik gostermektedir

B-Talasemide Tedavi
Beta talasemili hastalarda &nerilen giincel tedavi sekli WHO’nun
onerdig sekilde hipertransfiizyon tedavisidir (60) Hipertransfiizyon tedavisinde
amag; pretransfiizyon Hb degerinin 9 gr/dl diizeyinde tutulmas: ve miimkiin
oldugu kadar geng eritrosit verilmesidir. Transfiizyonlara bagh gelisen
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hemosiderozisi 6nlemek i¢in demir selator ilag olarak desferrioksamin (DFO)
kullamlmaktadir.

Transfiizyon Tedavisi:

Hb degerinin 9 gi/dI’nin altma diismeyecek sekilde kan transfiizyonu
uygulanmast ile eritropoez tama yakmn bir sekilde baskilanmaktadr. Endojen
eritropoezin baskilanmasi ile kemik deformiteleri ve bunun neden oldugu
komplikasyonlar 6nlenmektedir. Erken transfiizyona baglanmast ve uygun
transtiizyon rejimi ile kardiyomegali énlenmektedir. Transfiizyonlarla birlikte Fe
selasyon tedavisi verilmez ise kardiyomegali olmaksizin myokardda Fe
birikimine bagl: kalp yetmezligi ve 6liim meydana gelebilir (61).

Transfiizyon tedavisindeki ana amag hipoksiyi azaltmak ve bununla iliskili
gelisen kemikler ve kalpteki komplikasyonlari onlemek, hiperkatabolizmay: ve
intestinal Fe absorbsiyonunu azaltarak sonugta bitylime-gelismeyi normale yakin
dizeye getirmektir. Bu baz vyazarlar tarafindan onerildigi gibi endojen
erittopoezi  baski altinda tutabilmek igin “stipertransfiizyon” program: ile
miimkiin  olmaktadit Bu programda hedef pretransfiizyon hemoglobin
konsantrasyonunun 12 gr/dl’nin iizerinde tutulmasidit (62)

Genel kan1 ve 6neti hemoglobini yiiksek bir bazal hemoglobin diizeyinde
tutmak igin ortalama 3-5 hafta arahklarla transfiizyon uygulanmasidir.
Transfiizyon arah@ hastalar arasinda farkhlik gostermektedir Antilokosit antikor
yapumm 6nlemek i¢in yikanmus eritrosit stispansiyonu veya lokosit filtresi
kullamilmalidir. Post-transfiizyon hemoglobin viskozite artigt, tromboz riskinde
artty ve doku oksijenizasyonunda azalma nedeniyle 16 gr/dl’nin iizerine
¢ikarilmamalidir (1)

Son yillarda, 6zel tekniklerle hazirlanan geng eritrositler (neositler)
verilmeye baglannustir.  Béylece eritrositlerin daha uzun siire dolagimda
kalmalart saglanarak transfiizyon sikhifi  azaltitmigtir,. Aym  zamanda
hemosiderozis diizeyinde de azalma saflanmaktadir. Ancak bu islemin pratik
olmamas: 6zel alet ve sistemlere gereksinim nedeniyle pek kullamlmamaktadir

(63).
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Uygun transfiizyon rejimlerine karsmm ortalama 8-9 yag civarinda
hipersplenizm gelismektedir. Hastalann yillik transfiizyon ihtiyaci 250 ml/kg/yili
gegtifl zaman splenektomi onerilmektedir. Splenektomi sonrast eritrosit émrii
daha uzun olmaktadir (64). Splenektomi transfizyon ihtiyacim 150-180
mi/kg/yila indirebilmektedir. Splenektomi 5-6 yaglarindan once énerilmemekte
ve splenektomili hastalarda pnomokok sepsisi olasilig: nedeniyle splenektomiden
3-4 hafta 6nce polivalan pnémokok agist ve yagam boyu penisilin profilaksisi
onerilmektedir (65). Onerilen diger agilar ise H influenza tip B ve meningokok
agilandir,

Transfiizyon komplikasyonlan: arasinda uzun dénemde gikan ve en
onemlisi demir birikimi ve bunun sonucunda parankimal organ hasandir. Ayrica
mind:r kan grup antijenlerine kargt gelisen alloimmiinizasyon, transfiizyon
yoluyla bazi wviral enfeksiyonlann bulastmlmasi, Idkosit antijenik
determinantlarina karst febril reaksiyon, plazma komponentlerine kars1 allerjik

reaksiyonlar diger komplikasyonlar arasindadir.

Selasyon Tedavisi:

Selasyon tedavisi yapilmayan pB-talasemi homozigot hastalarda
transfiizyonlara bagl olarak demir yiiklenmesi yani sekonder hemosiderozis
geligmektedir Hemosiderozis geligen hastalar yasamlarmin 2. yada 3. on yilinda
organ yetmezligi ile 6liirler. Talasemili hastalarda en sik 6liim nedeni myokardda
demir birikimine bagh gelisen kalp yetmezligi, ikinci sirada 6lim nedeni ise
transfiizyonlarla gegen viral enfeksiyonlar ve demir depolanmasi nedeniyle
gelisen karaciger yetmezligidir.

Her bir inite kan transfiizyon ile hastalara yaklastk 180 mg Fe
verilmektedir. Bir hastanin yilda ortalama 25-30 iinite transfiizzyon aldigi kabul
edilirse hastalarda her yil ortalama 4.5-55 gr kadar Fe yiiklenmesi olacaktir.
Selasyon tedavisi almayan bir gocuk 10 yas civarinda Fe’in myokard fibrillerinde
birkip, myokardial hemosiderozise sebep olmasiyla kalp yetmezliginden
kaybedilmektedir. Demir diizeyi dokularda ve dolasimda demir baglama
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kapasitelerini aginca serbest demir ortaya g¢ikmaktadir. Serbest demir oksijen
';;radjkallerinin yapimim arttirmakta, artmig oksijen radikalleri, hiicre membran
lipidlerini perokside ederek DNA ve diger hiicre organellerinde harabiyet
 yapabilmektedir (1)

1960’ yillarda Fe’in viicuttan atiim igin demir baglayici ajan olarak
desferrioksamin (DFO) kullamlmaya baglanmustir. Selasyon tedavisinde amag
hastalarda demir yiiklenmesini en aza indirerek negatif demir dengesi
yaratmaktir. DFO intravenéz infiizyon ve subkutan yavag infiizyon yoluyla
kullamlmaktadir. DFO tedavisinin 3 yas altinda uygulanmas: biiyiime geriligi
yapmasi nedeniyle onerilmemektedir. DFO tedavisi ferritinin ortalama 1000
ng/ml diizeylerinde oldugunda baglanmakta, bu da pratik olarak 12-14
transfiizyona egdeger olmaktadir. Teorik olarak 100 mg DFO 9 mg Fe
baglamaktadir. Subkutan infiizyon yapan pompa aracilifzyla onerilen ortalama
doz 30-40 mg/kg/8-10 saatte ve haftada 5-6 giin uygulanmalidi. Surekli
subkutan infiizyon ile anlamh plazma ve doku ilag konsantrasyonu
saglanabilmektedir (66) Idrarla demir atimim arttirmasi nedeniyle DFO infiizyon
ginlerinde baslangigta 100 mg/giin dozunda, daha biiyiikk gocuklarda ise 200
mg/giin dozunda agizdan C vitamini de dnerilmektedir. DFO tedavisi ile serum
ferritin ditzeyinin 1000 ng/ml altinda tutulmast amaglanmalidir.

Desferrioksamin yiiksek dozlarda énemli yan etkilere sahiptir (67). Lokal
reaksiyonlar olarak infiizyon alaninda sislik, kasint, dékiintii ve hiperemi
goriilebilir. Anaflaktoid reaksiyonlar olabilir Gézde goriilen toksik etkiler
katarakt, gorme alaminda azalma, gece korligi uzun ve yiikksek doz DFO
kullanirm sonucunda geligebiliz. Yine aymi kullanim sekliyle isitme problemleri
meydana gelebilir.

DFO’nin  etkinlifinin yanmda sadece subkutan ve intravendz
kullanilmas: dezavantajidur. Etkin oral gelator ajan olarak sadece L1
(deferiprone) bulunmaktadu (68) L1, 75-100 mg/kg/giin dozunda etkin olarak
hepatik ve retikiiloendotelyal sistemden demir selasyonu yapmaktadir. DFQ’den
farkh sekilde demire olan afinitesi ilag konsantrasyonu ile yakindan iliskilidir. Bu
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nedenle uzun donemde demirin kardiyak toksisitesini Onleyecek etkili kan diizeyi
kesin bilinmemektedir (69). L1’in yan etkileri arasinda idiosenkrozik
agraniilositoz (%2 siklikta), artropati, ginko eksikligi, gastrointestinal yan etkiler,
karaciger fonksiyon testlerinde bozulma bulunmaktadit (70). Yaymlanmanus

gozlemler L1’in etkinliginin daha az oldugunu gostermektedir (D).

Prenatal Tan

Her iki ebeveyninde tastyict oldugu durumlarda prenatal tam ile saglikh
veya tagtyicl gocuk sahibi olunabilir. Son yillarda hemoglobinopatilerin prenatal
tanisinda DNA yontemleri tutin olarak kullamiimaktadsr. Gebeligin  9-10.
haftalarmda alnan koriyonik villustan DNA izole edildikten sonra mutasyonun
oldufu bolge, bu mutasyonu tanyan probla PCR tekmgiyle ¢ogaltilmaktadir,
Aynt bolge normal prob kullanarak da gogaltilmakta ve DNA mn ozelligine gore
tant konulmaktadir. Talasemi mutasyonunun bilinmedigi durumlarda gen
haritalama yéntemi ile tam1 konulmaktadir (1).

In vitro hemoglobin sentezi i¢in fetal kan gebeligin 18-20. haftalarinda
ultrtasonografi esliinde kordosentez ile almmaktadir. Kolon kromatografisi ile
hemoglobin alfa, beta ve gama globin zincirlerine aynlir. Bu bolgelerdeki
tadyoaktivite oramma bakilarak fetiisiin normal, tagtyict veya hasta olup

olmadigma karar verilir Bunlarm diginda gen dizi analizide yapilabilmektedir

(2).
Talasemide Yeni Tedavi Yaklasimlar:

Kemik ligi Transplantasyonu

Ik kez 1982 yilinda talasemide kemik iligi transplantasyonu bagari ile

yapilmgtir (71). Galimberti ve arkadaglan (72,73) 802 hastayt iceren serilerinde
hepatomegali, biopside portal fibrozis ve diizensiz demir selasyon tedavisini risk

faktorleri olarak kabul etmiglerdir. Yalniz bir risk faktorii igeren grup Class 1, iki
risk faktorii olan Class 1T ve iig risk faktdriide bulunanlart Class IIi olarak
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ayumislardir. Sagkalim yizdesi Class I, 11, UI'de smasiyla %95, %84, %79
olarak bildirilmistir. Elde olan veriler iyi selasyon yapilan ve karaciger hastalig
olmayan olgularin gogunda kemik iligi transplantasyonu ile tam kiir olabilecegini
gostermektedir.

Gen Tedavisi

Kemik iligi kok hiicrelerine normal globin geni transferi ile talasemide
tedavi amactyla kullanilmas: hayvan deneyleri diizeyinde devam eden
arastumalarin sunuglartyla gelecekte agikhiga kavusacaktir (74).

Hemoglobin F Yapimmin Arttirllmasi

Fetal hayatta aktif fakat daha somra siiprese olan gamaglobin
reaktivasyonunu saglayarak HbF sentezinde artig yapan bazi ilaglar vardir. Bu
ilaglarla tedavide ama¢ gama zincir yapimum arttirarak ¢oken alfa zincirlerini
azaltmaktir. Deneysel olazak hayvanlarda ve bazi hastalarda kullanilan
sitorediiktif ajanlar 5-azacytidine, hidroksiiire, vinblastine ve sitarabindir (75).
Hidroksiiite; orak hiicreli anemide yaygm olarak kuilamldigr halde gok kisith
sayida talasemi intermedia ve talasemi majoilii hastalara uygulanms ancak
toksik etkileri ve hemoglobin diizeyletini ¢ok fazla arttrmamalan ve minimal
olan artigin kisa siireli devam etmesi gibi nedenlerden dolayr genis kullamm alam
bulmamigtir Oral yolla giivenle kullamlabilen L-Carnitine’in taalsemi majorlii
hastalarda transfizyon sikh@m azalthgr Yesilipek ve arkadaslarr tarafindan
gosterilmistir (76) Kanser tedavisinde kullanilan 5-azacytidine HbF yapimim
arttinmasi nedeniyle B-talasemi major’de ve orak hiicreli anemide kullanilmssa
da ilacin kaisinojenik etkileri ve HbF artimim uzunsiireli saglamamasi nedeniyle
bu tedavi de bwakilmugtw. Diger ajanlann bu amagla insanlarda kullammi
miimkiin olmamistir,
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Akas Sitometri Calisma ilkeleri

Alag sitometre, stv1 bir ortam iginde dagilmig olarak bulunan hiicre veya
partikiillerin 6zelliklerinin incelendigi bir tekniktir. Partikiil veya hiicreler tek
sira geklinde oOzel bir bolmeden istenen hizda akarak gegerler. Bu swrada
incelenecek olan hiicrelerin iizerine belirli bir dalga boyunda laser 1151 gonderilir
ve hiicrelerden yansiyan 1s13in zellikleri alicilar tarafindan kaydedilerek,
degetlendirilmek iizere bilgisayara aktarilr  Ahcilardan  biri  hiicrelerin
bityiikliklerini, digeri graniilaritesini ve bir digeri ise yansittiklann flouresans
yogunlugunu algilar. Bu bilgiler bilgisayar yardim ile histogramlar geklinde
korele edilerek incelenebilmektedir. Hiicreler tek sira halinde alicilarin éniinden
gectifi igin, ¢ok kisa bir siire iginde binlerce hiicrenin her birinin 6zellikleri tek
tek kaydedilebilmektedir. Histogramlar iizerinde biiyiikliikk ve graniilaritelerine
gore defisik alanlarda toplanan hiicre popiilasyonlarnin etrafina  ¢izilen
pencereler ile sadece istenilen popiilasyonlar iizerinde degerlendirme yapmak
miimkiindiir. Flouresans ile baglanmis monoklonal antikorlar kullanilarak
incelenen hiicrelerin iizerindeki antijenik yapilar tanmabilmektedir, Boylece
hiicre yiizey isaretleri saptanarak normal veya patolojik hiicrelerin tiplendirilmesi
yapilabilmekte ve hastalik durumlarinda tedavilere verdikleri yanitlar monitrize
edilebilmektedir. Akig sitometre ile siispansiyon haline getirilebilen her hiicre

popiilasyonu fizerinde ¢alisma yapmak miimkiindiir (77).
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OLGULAR VE YONTEM

Denekler:

Caligma Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Pediatrik Hematoloji Bilim
Dalinda Ocak 1998-Mart 1999 tarihleri arasmnda gergeklestirildi, Calismada,
Pediatrik Hematoloji Bilim Dalhinda talasemi major tanisiyla izlenen 9 hasta hasta
grubunu olusturmustur. Bu hastalarda periferik kanda normoblastemi olmasi
¢ahgmaya alinma kriteri kabul edildi. Talasemi komplikasyonu disinda akut veya
kronik sistemik hastaligi olanlar ¢alismaya alinmadi.

Kontrol grubu olarak akut veya kronik sistemik hastalig1 olmayan, elektif
sartlarda Ortopedi ve Travmatoloji Anabilim dalinda ameliyat edilen, yaglar: 17
ile 40 arasinda degisen hastalar alndi Islemden énce bireylerden izin almds.
Kemik ilifi aspirasyonu genel anestezi basladiktan sonra steril kosullarda
uygulandi.

Bu 6zelliklere uygun talasemi major tamsiyla izlenen 9 hasta ¢aligmaya
alind1. Hastalarn yaslan 6-20 yag arasinda degismekteydi. Cinsiyetleri 5 erkek
ve 4 kizdi Hastalar Pediatrik Hematoloji Bilim Dahmnda tam asamasindan
itibaren veya en az 4 yildir izlenmekteydi. Kontrol grubuna 8 saghikh eriskin
alindi.

Kan ve Kemik ligi Orneklerinin Alinmas::

Talasemi  majorlu  hastalann  periferik kanda normoblastemi
saptananlardan  kan transfiizyonu yapilmadan énce 10 ml vendz kan EDTA-
K3’lii deney tiipiine alind1. Ortopedi ve Travmatoloji Anabilim Dalmda ameliyat
edilecek erigkinlerden operasyon swasinda spesifik igneyle kemik iligi
aspirasyonu uygulandi. Alinan ilik materyeli EDTA-K3’li2 tiipe konuldu. Ahnan
kan ve kemik ilikleri hizla akis sitometri analizi 6ncesi hazirhk islemine alinds
Orneklerin Cahsilmasi:

Steril olarak alman kemik iligi aspirasyonu 1:1 RPMI-1640 ile diliie

edildi. Ficoll Separating Solution (Seromed) ile mononiikleer hiicreler aynldi.
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Hiicreler 3 kez RPMI-1640 ile yikandi Hiicre sayis1 5 x 10° hiicre/test olarak
hesaplandi Test tiiptine 5 x 10° hiicre ve 20 pl CD 95 (monoclonal antibody,
| CD95-FITC, Immunotech Company, France) 20 pl CD45 (monoclonal antibody,
CD45, PE-Cy5, Immunotech Company, France) 20 pl anti-Glycophorin A-PE
(monoclonal antibody, Immunotech Company, France) eklendi. 15 dakika
karanlikta inkiibe edildi Inkiibasyon sonunda gegirilerek akis sitometri cihaz: ile

degerlendirildi
Alkas Sitometri Analizi

Akig sitometri ile yapilan analizler Akdeniz Universitesi Tip
Fakiiltesi Ozel Hematoloji Laboratuvarinda bulunan akig sitometri cihazt
(Epics Profile II, Coulter Electronics, Inc., FL, U.S.A) kullanilarak
gergeklestirildi. Ak sitometri  cihazi 15y ¢apindaki  boncuklar
(Immunocheck, Coulter Electronics, Inc., FL, U.S.A) ile kalibre edildi
Periferik kan eritroblastlar1 analiz etmek igin akis sitometri cihazinda
Glukoforin A (+), CD45 (-) hiicre popiilasyonuna kapr alindi (Sekil 4)
Alinan bu kapmn on (forward) sagmim ve 90° yan sagimm (right-angle
light scatter) histograminda mononiikieer hiicre popiilasyonu iginde oldugu
kamtland1 (Sekil 5). Bu hiicre popiilasyonunun CD95 baglamas tek renk
histogramda hiicre bagina diigen ortalama reseptdr yogunluklarinin arbitary
iinitesi olarak ortalama fluoresan kanal numarast (OKFN) kullanildi CD95

ekspresyonu gosteren hiicre popiilasyonu Sekil 6°da gosterilmektedir.
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Istatistik

Istatistik analizler SPSS hazir istatistik paket programu (SPSS for
Windows, Version 5.0.1, SPSS Inc., IL, US A) kullamlarak gergeklestirildi.
Talasemili hastalarn periferal kanindan ve saghkh erigkinlerin kemik iliginden
elde edilen eritroblastlardaki CD95 reseptor yogunlufunun bir gostergesi olan
ortalama fluoresan kanal numarasi (OKFN) arast karsilastumalar “Mann-
Whitney U” ftesti ile yapildi. Gruplar arasmda eritroblast CD95 yogunlugu
korelasyonlart “Spearman korelasyon katsayisi” ile test edildi. Metin igerisinde,
tablolarda gegen degerler ortanca (minimum-maksimum) degeri olarak alind: p

degerinin 0.05°den kiigiik olmasi anlamli olarak kabul edildi.
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SONUCLAR

1. Talasemi majorlii hastalarda periferik kan eritroblastlarin hiicre bagma
diigen CD95 (Fas) reseptor yogunlugunun bir géstergesi olarak kullanilan ortanca
OKFN 2.988 (2.380-4.970) olarak saptand: (Tablo-6).

2. Saglikli enigkinlerin kemik iligi eritroblastlarinda hiicre bagina diisen
CD95 (Fas) reseptor yogunlugunun bir gostergesi olarak kullamlan ortanca
OKFN 8.578 (3.151-10.880) olarak saptand: (Tablo-6 ve 7).

Tablo-6: Normal kemik iligi ve T. majoriu hastalarm

etitroblastlardaki CD95 reseptor yogunlugu degerleri

CD9YS reseptir

Yogunlugu Ortanca Minimum Maksimum
(OKFN)
T.majorlu hastalarin 2 988 2.380 4970
Periferik kani (Vaka)
Saglikl erigkin 8.578 3.151 10.880
Kemik iligi (Kontrol)

3 Erigkin kemik iligi ve T. majorlu hastalann periferik kan
eritroblastlarda CD95 reseptor yogunluklari (OKFN) arasinda anlamli
fark bulundu (p= 0.0084) (Sekil 7). Bu farka gore CD95 (Fas) reseptor
yogunlugu saghkh erigkinlerin olugtardugn kontrol grubunda daha
yiiksek saptandh,
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Tablo-7: Hasta ve kontrol grubu olgularmmn her birinde
eritroblastiarinda CD95 (Fas) reseptor yogunluklan

Olgu CD95 reseptir
No yogunluklar1 (OKFN)
Hasta Kontrol

1 2.868 3.526
2 3.016 7.922
3 2.855 10.6

4 497 9.569
5 324 8.578
6 2913 3.151
7 2.959 3.175
8 2.38 10.88
9 3.909

43




Sekil-7 : Saghkl erigkin ve talasemi majorlu hastalarin CD95 reseptor
yogunluklarimn sematik olarak kargilagtiilmas: (Ortanca deger— )
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TARTISMA

Talasemi majorde geligen molekiiler ve fizyopatolojik olaylarin tiim
basamaklann tam olarak hala bilinmemektedir Talasemi major hastalarinda
tedavinin amacy; yasamlari daha kaliteli sekilde idame ettirmektir. Daha iyi ve
kaliteli yasam igin kan transfiizyonu ve selasyon tedavileri disinda yeni tedavi
yontemleri arastinimaktadu (1). Kemik iligi transplantasyonu basan oranimn
yiikksek olmasina kargin uygun dondr olmayinca yapilamayan etkin bir tedavi
seklidir.

Organizmada gelisen birgok farkli fizyolojik olaylar zincirinde
programlanmg hiicre Sliimii (apopitozis) degisik noktalarda énemhi yonlendirici
ve sonuglandirict rol oynamaktadir. Yapilan birgok ¢alismada ise hastahklardaki
rolii kamitlanmmgtir. Apopitozisin hiicre boliinmesinin ileri diizeyde oldugu kemik
iliginde hiicre proliferasyonu, matiirasyonu ve yasam siiresinin belirlenmesinde
onemli role sahiptir (15,16,17,18).

Apopitozisin hematolojik hastaliklarin patogenezinde 1ol oynamast
talasemi major gibi hematopoezis asamasinda gelisen genetik sentez
yetersizliginde de etkin olabilecegini diistindiirmektedir (78)

27 y1l 6nce Kerr ve arkadaglar1 (79) tarafindan apopitozis nekrozdan ayirt
edilmistir. Bu saptamamn ardisira apopitozisin morfolojik ve biyokimyasal
ozellikleri tamimlanmaya baglamugtir. Prenatal yasamdaki bazi sistemlerin
geligmesinde ve involiisyonunda énemli rol oynar (80). Prenatal hematopoezisde
vitellus kesesi, karacifer ve kemik iliginde hemoglobin iiretim zincitlerinin
gegiglerinde de olasihikla etkin rolii kurgulanomstir. Postnatal yasamda
yaslanmayla kemik iligi selliileritesinin kaybinda yine olas1 rolii olabilicegi
diisiiniilmektedir (81).

Koury ve arkadaglar (6) eritroid prekiirsorlerde eritropoetin yoklugunda
apopitozisde karakteristik olarak gorilen DNA fragmanlannin  olustugunu
gozlemiglerdir. Bunun sonucunda eritropoetinin apopitozisi dnleyerek eritrosit

tiretimini kontrol ettiklerini 6ne siitmiiglerdir. Hematopoetik biiyiime faktorleri
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(EPO, GM-CSF, G-CSF, IL-3) kemik iligi kok hiicrelerinin apopitozise gidigini
engeller (82) Normal insanlarda milyarlarca hergiin eritrosit dncii hiicrelerin
yizlercesi EPO bagimli evieye ulasan eritroid kok hiicrelerinin bir kismidir
EPO, GM-CSF, G-CSF, IL-3 biiyiime faktérleri disginda trombopoetininde
apopitozisi inhibe ederek eritropoezi stimiile ettifi rapor edilmistir (83)
Antiapopitotik genlerin az ekspresyonu nedeniyle immatiir eritroblastlar zellikle
EPO yoklugunda kaybedilmektedir. EPQ’nin “Bel XL (Birgok sistemde hiicre
dlitmiinden korunmada Bcl-2 ailesinin bir tyesi) indiiksiyonu yoluyla apopitozisi
baskilad1f gosterilmistir (84),

Fas antijeni reseptdr olarak galisarak dogal ligandlar veya agonistik
antikorlar ile kaskadi baslatarak apopitozise yol agar. Fas reseptoriiniin
organizmada ki dogal ligand: tip Il membran proteini olan FasL (Fas ligand)’dur.
Fas ile FasL iliskisi potansiyel olarak zararh ve gereksiz hiicrelerin fizyolojik
olatak yok edilmesinde onemlidit. Azalmis Fas ekspresyonu hiicre birikimine
sebep olurken uygunsuz ekspresyon veya artmis Fas aktivitesi doku hasanyla
sonuglanmaktadir (23),

Normal mnsan eritroid koloni olustuzan iinite hiicrelerinin ¢ok azinda Fas
ckspresyonu  bulunmaktadir. Bu bulgu Northern blotting ile Fas mRNA
incelemesi veya spesifik fare monoklonal antikoru kullanilarak Fas proteininin
akig sitometrik analizi ife gosterilebilmektedir (85).

Nagafuji ve ark (86) yaptiga galismada kiltiir ortanundaki sadece
medyum iginde bulunan CD34+ hiicrelerinde diigik diizeyde Fas ekspresyonu
gozlemislerdir CD34+ hiicrelerde ki Fas ekspresyonu TNF-o (tiimér nekrozis
faktdr) ve Interferon-y ile artinlmigtir. Calismanin sonucunda [FN-y ve TNF-¢
negatif hematopoetik regillatér olarak bilindigi ve bu etkiyi de progenitor
hiicrelerde fonksiyone! Fas indiksiyonu yoluyla yaptigmi ileri siirmiiglerdir.

Fas-Fas ligand iligkisi hematopoetik hiicre homeostazisinin korunmasi ve
devamlihgmda énemli rol oynamaktadir T ve B lenfositleri, graniilositler ve
dogal katil hiicrelerin fizyolojik delesyonu homoselliiler veya heterosellitler FasL

tiretimini takiben Fas reseptor etkilesimi sonucunda olmaktadir (9.
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De Maria ve ark. (7) yaptiklani ¢aligmada eritropoezis regiilasyonmunda
Fas ve Fas ligand iligkisini aragtirmiglardir. Normal kemik iliginde immatiir
eritroblastlarin  major apopitotik popiilasyon oldugu bulunmustur. In sita
apopitozisi saptamak i¢in saghkli dondrlerden alinan kemik iligi 6rnekleri normal
kosullar altinda degerlendirilmis. Immatiir eritroblastlarin ¢ogunlukla bazofilik
evrede ertropoetin bagimh olduge ve EPO yoklugunda apopitozise gittikleri
goritlmiistit  Immatiir erittoblastlann matiit eritroblastlara gore daha fazla
(immatiir eritroblastlarm %90°1) Fas eksprese eftikleri matiirasyon siireci
boyunca bu ekspresyonun azaldifi akis sitometri analizi ile gdsterilmigtir. FasL
ekspresyonunun ise %60-70 hiicrede oldugu ve bu hiicrelerin  biyitk
gogunlugunun matiir eritroblastlar oldugu bulunmus. Bu da Fasl. ekspresyonun
eritroid farklilagma islemi sirasmda gergeklestigini diisiindimektedir. Immatiir
eritroblastlar Fas eksprese ederler ve FasL iireten matiir eritroblastiar varhiginda
apopitozise giderler. Bu siire¢ ancak eritropoetinin yitksek diizeyleri ile
engellenebilmektedir. Matiir  eritroblastlar Fas’m indiikledigi  apopitozise
rezistanlardir. Bu ¢aligmaya gore apopitozise en hassas hiicrelerin prebazofilik
ve bazofilik evre oldufu gozlenmigtir. Sonugta kemik iliginde ki erittopoetik
adanin etrafinda yogun bulunan matiir eritroblastlar tarafindan masif FasL
dretimiyle eritropoetitk adanin ortasinda yer alan immatiit -eritroblastlar
apopitozise giderek homeostazise katkida bulunmaktadir. De Maria ve ark.nin (7)
bu ¢aligmasi eritropoezisin Fas/FasL etkilesimi yoluyla regiile edildiginin 6nemli
bir kanitidir,

Bu bulgular; matiic eritroblastlarda ki fonksiyonel FasL’mn yiiksek
seviyelerde olmasiyla diseritropoezis ve anemi ile sonuglanan hastabiklarda
onemli patogenetik rol oynayabilecegini gostermektedir. Benzer sekilde immatiir
eritroblastlarda ki Fas reseptér ckspresyonunun artist da aym patolojivie
sonuglanabilir  Sitokinler, inflamatuar faktorler veya bazi kalitsal kan

hastaliklan Fas/FasL iligkisi iizerine etki ederek kendilerini gdsterebilirler.
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Kalitsal kan hastaliklar1 arasinda diinyanin belirli bélgelerinde oldukiga
sik goriilen Talasemi sendromlarinm molekiiler fizyopatolojisinde halen tam
agtklanamayan basamaklar bulunmaktadur (1,2).

Talasemili majorlii hastalarda ise apopitozisin varhgma iliskin itk veri
Yuan | ve arkadaglari tarafindan yaymlanmistu (3). Denek olarak agir B-
talasemi (Cooley anemisi) tamsiyla izlenen ve kemik iligi transplantasyonu
planlanan hastalar1 ve kontrol grubu olarak kemik igi dondrlerini almustard.
Her iki grubun kemik iliginden CD45 (-) hiicreler ayirt edilerek %95°den fazia
sayida eritroblastlardan olusan siispansiyon elde edilmis. Eritroblastiann lizise
ugratilmasindan sonra hiicre gekirdeklerinin pargalanmasi sonucunda siipernatan
sivida biriken DNA zincirlerini agaroz jel elektroforezinde incelemigler. B-
talasemili hastalarda apopitozis igin tipik merdiven paternini elektroforezde
saptamiglardir. Bu bulgu saglikli bireylerde gérilmemesine kargin Talasemi trait
olgularinda hafif diizeyde elektroforez ile gosterilmig. CD45 (+) hiicreler (lenfoid
ve myeloid prekiirsérler) ise siipernatan elektroforezinde merdiven paternini
gostermemigtir. Arastirmacilar talasemi majorlii hastalarda eritropoezin erken
evrelerinde hiicrelerde o-globin zincir birikimini saptanuglardu, Bu birikim
hiicrenin matiirasyon siirecinde giderek artmaktadir. Calisma sonunda anormal o-
globin birikiminin  bir sonucu olarak apopitozisin meydana geldigi
vurgulanmaktadir Apopitozisin belki de intramediiller hemolizi agiklayabilecegi
yorumlanmaktadur.

Talasemi majorlii  hastalarda  apopitozisin vathfim  gosteren bu
calismadan sonra kendi arastrmamizda T. majorlii olgularin periferik kan
eritroblastlarinda ki Fas ekspresyon diizeyini gostermeyi amacladik. Normal
insanlarda eritrosit progenitérlerinde Fas ve Fas ligand ekspresyonu De Maria ve
ark. lart (7) tarafindan aragtirilmig olmasima kargin Talasemili hastalarda benzer
¢aligmaya literatiirde rastlanmamrstir.

Calismamizda saghkii erigkin kontrol grubu ile kargilagtirdigimizda

talasemi majorlii hastalann periferik kan eritroblastlarinda daha diigitk dizeyde
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Fas ekspresyonu oldugu bulundu. Bu bulgu istatistik degerlenditilme sonucunda
anlamli kabul edildi (p=0 0084).

Caligmamiza talasemi major tamsi ile Pediatrik Hematoloji Bilim
Dalinda izlenen ve kriterlere uygun 9 hasta alind:. Hasta grubuyla karsitagtirmak
icin normal eritroblastlarin elde edilmesi gerekmekteydi. Bu amagla ortopedi
operasyonuna elektif kogullarda alman saglikh eriskin bireylerin kemik iligi
kullanildi Bu bireylere islem anlatildiktan sonta izin alindi. Kontrol grubunu 8
kigi olusturdu Etik kurallara uygun olmadigi diisiniilerck talasemi majorlu
hastalardan kemik iligi aspirasyonu yapilmadi. Caligmanm ideal kosullara
uygunlugn en iyi her iki grubun kemik iliginden alinan eritroblastlan
karsilagtirarak olabilirdi.

Kontrol grubu kemik iligi eritroblastlarinda daha yiiksek Fas
ckspresyonu beklenen sonug ile uyumsuziuk gosteriyordu. Talasemi majorlii
hastalarda saghikh insanlarla karsilagtmidiginda kemik iliginde artmug apopitozis
onceki arastrmada raporlanmstu (3). Apopitozisi tetikleyen ve “Oliim
reseptorleri” arasinda bulunan Fas (CD95) ekspresyonunun kontrol grubuna gore
daha yiiksek diizeyde olmasi kabul edilebilir bir sonugtur. Beklenen sonugtan
farkl: veriler bulunmasi birkag sekilde agiklanabilir:

1 Caligmada talasemi majorlii hastalanin periferik kan eritroblastlan ile
saglikh erigkin kemik iligi eritroblastlan kargilagtrilmgtir. Kemik iliginde
daha fazla eritroid prekiirsor bulunmasi, immatiir hiicre oranmm daha
yitksek olmast bunda etkin olabilir. De Maria ve artk. mn (7) ¢alismasinda
immatiir eritroblastlarda daha fazla Fas ekspresyonu ve matiizasyon siireci
sonunda Fas ekspresyonunda azalma olurken FasL ekspresyonunda artig
gdzlemlemiglerdir Periferik kanda dolasan etitroblastlarin kemik iliginde ki
hiicrelere gore daha fazla matir oldugu digunillecek olursa  Fas
ekspresyonundaki azlik bu sekilde agiklanabilir.

2 Talasemi majorde artmg kemik iligi hiicre yapum diginda ckstramediilier
hematopoez vatli bilinmektedir. Hastalarin transfiizyon randevularma geg

gelmeleri sonucunda belitgin normoblastemi olanlar ¢aligmaya almmgtir.
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Bu hastalarda ekstramediiller hematopoezin baslamig olmast olasidir,
Kemik iligi diginda yapilmug eritroblastlarin Fas ekspresyonu hakkinda bilgi
yoktur. Dolayistyla Talasemili hastalarda ek kan yapim kaynag: olan bu
organlarda (karaciger, dalak, retikiiloendotelyal sistem) daha az Fas
eksprese edilen eritrosit yapinu olabilir.

3. T majorliilerde kemik iliginde artmug apopitozisden diisiik diizeyde Fas
ekspresyonu nedeniyle kurtulan eritroid prekiirsorlerin degerlendirtimesiyle
bu sonuglara ulasiimug olabilir.

4.  Tim bunlarn diginda belki de bilinmeyen nedenierle talasemi majorlii
hastalarda zaten artrus olan intramedilller hemoliz sonucunda kisalan
eritrosit omriinii uzatmak i¢in Fas ekspresyonu azaltilarak organizma
apopitozisden kagis yolunu se¢gmektedir. Bu yorumu destekler bir ¢alisma
bulunmamaktadsr.

Ik ve ikinci olasihgm test edilmesi igin hasta ve kontrol gruplannda
kemik iligi kaynakh eritroblastlanin kullanilmasi gereklidir. Bu sekilde farkh
matiirasyon siirecinde ve benzer sayida progenitér hiicreler degerlendisilmig olur.

Talasemi major hakkinda sahip oldugumuz bilgilerin artis1, apopitozis
varh@ma ve hangi yolla baslatildigina dair yapilacak aragtirmalar konuya agiklik

getirecektir. Tiim bunlarm sunucunda T. majoriin tedavisinde yeni gelismelerin

olmasi olasidir.
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SONUCLAR

_ Talasemi majorli hastalarda hemolitik aneminin fizyopatolojisi tam olarak
aciklanamamugtir. Apopitozis fizyopatolojik basamaklarda rol oynayabilir.
Apopitozisi uyaran Fas (CD95) reseptirii Birgok farkli  hastalifin
patogenezinde énemli bir role sahiptir. Bu galigmada eritroid prekiursorlerde ki
Fas reseptor yogunlugu karsilagtirmast amaclandi

_ Hasta grubuna talasemi majorlii hastalar (9 hasta), kontrol grubuna ise saglikh
erigkin bireyler (8 erigkin) alind1

. Kontrol grubu kemik iligi eritroid prekirsorierde ki Fas reseptor yoguniugu
hasta grubu periferik eritroid prekiirsor Fas reseptor yogunluguna gore daha
fazla saptandi. Bu sonug istatistik olarak da anlamli butundu (p=0.0084).

. Caligmamizin  sonucu apopitozisin talasemi major fizyopatolojisine olan
etkisinin ve Fas reseptor yogunlugunun bu etkideki roliiniin arastirilmasi

gerektifini vurgulamaktadir.
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Beta talasemi major; yasamu devam ettizebilmek igin ditzenli ve siireklt

kan transfiizyon ihtiyact olan kahtsal hastaiklarm bir grubuna denilmektedir.
Otozomal resesif gecis gosteren bu hastaligm fizyopatolojisinde halen
bilinmeyen basamaklar bulunmaktadir. Talasemi majoriin tam olarak anlagilmast
hastaligin genetik dzelliklerinin ve patogenezinin arastinimasiyla olacaktir

Ozellikle son yiliarda iizerinde oldukea sik durulan apopitozis, hiicrelerin
proliferasyon, matiirasyon ve yok olmasinda fizyolojik rol oynamaktadsr. Birgok
sistemin fizyolojisinde ve hastahklarin patogenezinde apopitozisin etkin rol
oynadhgr caligmalarla goOsterilmigtit.  Benzer arastirmalar  hematopoezis
siasindaki apopitozis iginde olmasma kargin talasemi majordeki etkinligi
hakkindaka bilgiler smurhidir.

Talasemi majorde kemik iligi eritroblastlaninda artmis apopitozisin
varhp saptanmigr. Fas (CD95;APO-1); “Oliim reseptorleri” olarak bilinen
ailenin en onemli iiyesidir. Fas reseptoriiniin Fas Ligand ile uyanimasi sonucu
hiicrede apopitozis iglemi baglamaktadur,

Bu galigma ile talasemi majorlii hastalardaki periferik kan eritroblastlarn
Fas ekspresyon diizeyleri saglikh eriskinlerin kemik iliginde bulunan
eritroblastlar ile kargilagtimldi. Bu amagla 9 talasemi majorlii hasta ve 8 saglikla
erigkin ¢alismaya almdi. Hastalarda periferik kan eritroblast Fas reseptor
yogunlugu ile saplikh eriskin kemik iligi erittoblast Fas reseptor yogunlugu
karsilagtinldi.

Calismamn sonucunda beklenenden farkl: olarak talasemi majorlil
hastalarin periferik kan eritroblastlarinda sagliklt erigkin kemik iligindeki
eritroblastlara gore daha az diizeyde Fas eksprese ettifi saptandi. Bu farklihk
istatistiksel olarak anlamlhi bulundu. Bu sonucun nedenlerinden birisi periferik

kanda bulunan eritroblastlarin matiirasyon diizeyindeki farklibiktan dolayr daha
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az Fas eksprese etmesi olabilir. Talasemi majorlit hastalarda ekstramediilier
hematopoez ile yapilan eritroblastlarm Fas ekspresyonlan hakkinda bilgi yoktur.
Ekstramediiller hematopoez ile yapilan eritroblastlar daha az Fas eksprese
edebilir. Talasemi majorde, periferde bulunan eritroblastlar kemik iliginde artmig
olan apopitozisden daha az Fas yogunluguna sahip oldugu icin kurtulan hiicreler
olabilir.

Daha énce bu galigmaya benzer bir calisma olmadif icin literatiir ile
kargilastirma yapilamadi Bu nedenle elde edilen sonuglarm yorumlanabilmesi

benzer ¢alismalann yapilmasi ile miimkiin olacaktir. Tim bunlarin sonucunda

talasemi majorlii hastalarin tedavisinde farkli baks agilart ortaya cikabilecektit
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