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OZET

Amag: Talasemi major (TM) hastalarinda T lenfosit aktivitelerinin ve apopitozun
Olciildiigii calismalar mevcuttur. Ancak, T lenfositlerin inhibe edilmesinde gorevli bir
monoklonal antikor olan PD-1 (Programlanmis Hiicre Oliimii Proteini)’in ¢alisildig1 bir
calismaya rastlanilamamistir. Bu ¢alismanin amaci, TM hastalarinin enfeksiyona yatkin

olmasinda PD-1"in roliiniin olup olmadigmin belirlenmesidir.

Yontem: Bu calismaya 58 olgu (31 TM, 27 kontrol) dahil edildi. Kontrol ve hasta
gruplarindaki T lenfositlerindeki PD-1diizeyleri ve apopitozis oranlart hiicre kiiltiirii ve
flow sitometri yontemleri ile 6l¢iildii. Hemoglobin (Hb) Advia 120 cihazi ile 6lgiildii.

Serum ferritin immiinolojik yontemle kantitatif olarak Advia Centaur Cihazinda 6l¢iildii.

Bulgular: Talasemi major ve kontrol gruplari arasinda stimiile edilen ve edilmeyen T
lenfositlerinin apopitoz ve PD-1 diizeyleri arasinda herhangi bir fark bulunamadi. Bu
calismada TM grubunun ferritin degerleri, kontrol grubunun ferritin degerlerinden daha
yilksek bulundu. Talasemili bireylerin hemoglobin degerleri saglikli bireylerin Hb
degerlerinden daha diisiik bulundu. Gruplarin hs-CRP diizeyleri normal araliklarda

bulundu.

Sonu¢: Bu calisma, talasemi hastalarinin T lenfositlerinde apopitoz ve PD-1
molekiiliiniin birlikte oOl¢iildiigii literatiirdeki ilk ¢aligmadir. Talasemi hastalar1 ve
kontrol grubunun T hiicrelerinin PD-1 ve apopitozis diizeyleri arasinda bir fark
bulunamamistir. Talasemi hastalarinda goriilen enfeksiyona yatkinliginda T hiicre

inhibitor yolaklarinin aydinlatabilmesi i¢in daha detayli ¢alismalar yapilmalidir.

Anahtar Kelimeler: Apopitoz, PD-1, talasemi, enfeksiyon



ABSTRACT

Objective: There are studies in which T lymphocyte activities and apoptosis are
measured in patients with thalassemia major (TM). However, we could not find any
study investigating PD-1, a monoclonal antibody which is responsible for inhibiting T
lymphocytes. The aim of this study was to determine whether PD-1 plays a role in TM

patients' susceptibility to infection.

Method: 58 patients (31 TM, 27 controls) were included in this study. PD-1 levels and
apoptosis rates in T lymphocytes in control and patient groups were measured by cell
culture and flow cytometry methods. Hemoglobin (Hb) was measured by Advia 120.
Serum ferritin was quantitatively measured in the Advia Centaur Device by

immunological method.

Results: There was no difference between thalassemia major and control groups in
terms of apoptosis and PD-1 levels of T lymphocytes. In this study, ferritin values of TM
group were higher than ferritin values of control group. Hemoglobin values of the
individuals with thalassemia were lower than those of healthy individuals. The hs-CRP

levels of the groups were within normal ranges.

Conclusion: This study is the first study in the literature in which apoptosis and PD-1
molecule of T lymphocytes of thalassemia patients were measured together. No
difference was found between the levels of PD-1 and apoptosis of thalassemia patients
and control group T cells. More detailed studies should be done to clarify the infectious

complications seen in thalassemia patients.

Key words: Apoptosis, PD-1, thalassemia, infection
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1. GIRIS

Beta talasemi, hemoglobin molekiiliiniin beta globin zincir sentezinin azalmasi veya
yoklugu ile karakterize olan otozomal resesif gegis goOsteren bir kan hastaligidir.
Talasemi major (TM) hastaligin homozigot formudur. Talasemi major hastalar
yagamlarint devam ettirebilmek i¢in diizenli olarak kan transfiizyonu almak
durumundadirlar. Ancak, alinan transfiizyonlar nedeniyle viicuda giren demir zaman
icinde doku ve organlarda birikir. Bunun yani sira, gastrointestinal sistemde demir
emiliminde artis ve hiicre iginde hemoglobinin denaturasyonu sonucu hem yapisindan
demirin serbestlesmesiyle de dokularda demir birikimi olur. Fazla demir dalak, karaciger
Kupffer hiicreleri, kemik iligi retikiiloendoteliyal hiicreleri, miyokardiyum ve endokrin
organlar  gibi  parankimal dokularda depolanir. Demir birikimine baglh
komplikasyonlardan dolay1 hastalarin yasam siiresi, Kalitesi etkilenir ve diiser. Bu
nedenle, hastalarin diizenli olarak demir selator tedavisi almalar1 gereklidir.
Talasemideki mortalite ve morbitide, diizenli transfiizyon ve selasyon tedavisine uyumla
yakindan iligkilidir. Giincel tedavilerle hastalarin yasam siireleri ve kaliteleri artmistir.
Ancak, hastaliga sekonder olarak gelisen komplikasyonlar bulunmaktadir. Beta talasemi
majorda enfeksiydz komplikasyonlar ikinci olarak goriilen en sik 6liim nedenlerinden
biridir (Ricerca ve ark., 2009; Bazrgar ve ark., 2011). Hem bakteriyel hem de viral
enfeksiyonlar bu hastalarda sik goriilmektedir (Bisharat ve ark., 2001; Vento ve ark.,
2006). Talasemi hastalarinda goriilen enfeksiyonlarin ¢oklu kan transfiizyonu ile iliskili
oldugu gosterilmis ve bu transfliizyonlarin immiin sistemde bozukluklara yol agtigi
distiniilmustiir (Farmakis ve ark., 2003; Ricerca ve ark., 2009). Cogul transfiizyonlar
devamli allo-antijenik uyariya yol acarak T ve B lenfosit degisikliklerine yol acar
(Hodge ve ark., 1999). Monosit ve makrofaj fonksiyon bozukluklarma sebep oldugunu
gosteren bir ¢calisma da mevcuttur (Lombardi ve ark., 1994). Enfeksiyon sikhigini artiran
bir diger faktdr de demirdir. Fazla demir oksidatif stresi artirr, immiin savunma

mekanizmasini azaltir ve direkt olarak mikroorganizmalarin bitytimesini artirir (Walker

ve Walker, 2000).

Demir mikroorganizmalarin patojenitesini artirarak makrofaj ve lenfosit fonksiyonlarimi

olumsuz yonde etkiler (Bonkovsky ve ark., 1996). Yapilan bir c¢alismada TM
1



hastalarmin nétrofil fagositozlarmin da bozuldugu gosterilmistir (Cantinieaux ve ark.,
1999). Misirh talasemili ¢ocuklarda Iokosit apopitozunu arastirdiklart bir ¢alismada
hastalarin T lenfositlerde apopitozun saglikli kontrol grubuna oranla 6nemli &lglide
arttigini, bagigiklik sisteminin kronik uyarilara karst T lenfosit {liretimini arttirdigini
ancak apopitoza siiriikledigini, yorgun T lenfositlerin olusup tiikkendigini bildirmislerdir
(Elsayh ve ark., 2016). Yorgun CD8+ T hiicreleri IL-2 veya TNF—a iiretmez ve enfekte
hiicreleri pargalayip yok edemez. Bu T hiicreleri enfekte olmus hiicreleri pargalayip yok
edemez. Bunun sonucunda, CD8+ T hiicreleri tamamen cevapsiz hale gelir ve
apopitozise gider. Fonksiyonel cevabin kaybolmasi nedeniyle inhibitor hiicre ylizey
reseptorleri yorgun hiicreler tarafindan aktive eder Programli hiicre olimi 1 (PDI,
CD279) bu inhibitor hiicrelerden en ¢ok bilinenidir (Day ve ark., 2006). PD-1 aktif T
hiicre ylizeylerinde bulunur ve inhibitdr etkisi gostererek T hiicrelerin aktivasyonunu
engelleyip onlar1 yorgun T hiicrelerine doniistiiren bir ylizey reseptoriidiir. PD-1"in
major rolii enfeksiyonlara karsi inflamatuar bir yanit oldugunda periferal dokularda T
lenfositlerin aktivasyonunu ve otoimmiiniteyi kisitlamaktir (Okazaki ve Honjo, 2007). T
hiicreler aktive oldugunda PD-1 ekspresyonu artmaktadir (Ishida ve ark., 1992). PD-1
ligandlarindan (PDL-1, PDL-2) birine baglandiginda T hiicre aktivasyonu igin gerekli
olan kinazlar1 inhibe eder (Freeman ve ark., 2000). Bu ¢alismada, ilk kez talasemi major
hastalarmin uyarilan ve uyarilmayan T lenfositlerindeki PD-1 diizeylerinin ve apoptoza
giden T hiicre sayilar1 birlikte ol¢iilmiistiir. Bu nedenle, bu ¢alisma orijinal bir ¢calisma

olma 6zelligini tagimaktadir.

Bu arastirmanin sonuglarina gore, gruplar arasindaki uyarilan ve uyarilmayan T
lenfositleri, apopitoz ve PD-1 diizeyleri arasinda herhangi bir fark bulunamadi. Gruplar

icindeki hs-CRP diizeyleri normal araliklarda bulundu.

Sonug olarak, talasemili bireylerin T lenfositlerinde ki apopitoz ve PD-1 diizeylerinin
saglikli bireyler ile karsilastirildiginda bir fark bulunamamistir, asir1 demir yiikiiniin
enfeksiy0z komplikasyonlarda ve immiin sistemdeki roliiniin aydinlatilabilmesi i¢in

daha detayli ¢aligmalarin yapilmasinin gerekli oldugu sdylenebilir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Hemoglobin

Kanda eritrosit hiicrelerinde bulunur. Hemoglobin viicudun neresinde ihtiya¢ duyulursa
oraya oksijen tasimaktadir. Her bir eritrositte yaklasik 300 milyon hemoglobin
bulunmaktadir. Hemoglobin molekiilleri 2 pargadan olusur. Bunlar “globin” adi verilen
protein kisim ile “hem” denilen prostetik gruptur. Hemoglobinin globin kisminda dort
polipeptid zinciri bulunur. Bu polipeptidlerin her biri, bir hem grubuna baghidir. Tim
hemoglobinlerde hem grubu ayni yapidadir. Hem grubu ortasinda Fe*? bulunan 4 pirol
halkasindan olusmaktadir. Insandaki hemoglobinler, HbA1, HbA,, HbF, Hb Gower 1,
Hb Gower 2 ve Hb Portland’dir(Huisman, 1993).

Demir (Fe*?) ve protoporfirin kompleksinden olusan hem grubu tiim Hb tiplerinde
aynidir. Hemoglobinlerdeki globin zincirleri, aminoasit say1 ve dizilimleri agisindan
farklilik gosterebilir ve globin zincirlerine gore farkli Hb tipleri olusur. Alfa benzeri
zincirler (zeta [C], alfa [a]) 16. kromozomda ve beta (B) globin benzeri zincirler (epsilon
[€], beta [B], delta [8] ve gama [y]) ise 11. kromozomda kodlanirlar. o ve B zincirleri
sirastyla 141 ve 146 aminoasit rezidularindan olusur. Beta globin zinciri, 6 ve y
zincirlerinden sirasiyla 39 ve 10 aminoasit ile farkliik gosterir. Olusan farkli globin
zincirleri ile farkli Hb tipleri olusur. Embriyonik globin sentezi yolk kesesinde gebeligin
iiclincli haftasindan sekizinci haftasina kadar olan boliimde gerceklesir. Besinci haftada
eritropoez fetal karacigerde devam eder. Eritropoezin karacigerde baslamasiyla fetal
eritrositler olusmaktadir. Gebeligin onsekizinci haftasindan sonra eritrosit yapimi kemik
iligine gegmektedir. Erken embriyonik donemde Hb Gowerl ({2¢2), Hb Gower2 (a2e2)
ve Hb Portland ({2y2) hemoglobinleri sentezlenmektedir. 14. haftadan sonra bu
embriyonik Hb’lerin yerini fetal hemoglobin (Hb F, (a2y2)) almaya baslar. Gestasyonun
yaklagik 38. haftasinda Hb F yapimindan erigkin hemoglobin (HbA) yapimina gegis olur
(Sekil 2.1). Saglikli bir yetiskinde Hb’in %95’i Hb A (a2p2), <%3.5 Hb Az (0282) ve
<%2 Hb F’dir (Zivot ve ark., 2018).
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Sekil 2.1. Intrauterin ve bebeklik donemlerinde sentezlenen globin zincirlerinin bélgeleri (Cantu ve
Philipsen, 2014).

2.2. Talasemiler

Talasemiler, otozomal resesif gecis gosteren, hemoglobin zincirlerinden birinin veya
birkagmin sentezlenememesi sonucu olusan bir kan hastaligidir. Talasemi, hemoglobin
zincirlerinin (o, B, v, 8) az sayida veya hi¢ sentezlenememesi sonucu olusur. Talasemi de
hangi zincirin eksik sentezlendigine goére isimlendirilir. Alfa zincir yapimi azhigi alfa
talasemi ve beta zincir yapim azligi beta talasemi olarak adlandirilir. Beta talasemi
tastyiciligr diinya niifusunun %3’linii olusturur. Giineybat1 Asya’nin %5-10’u alfa
talasemi tagtyicisidir. Ulkemizde talasemi tastyicilign Cukurova, Akdeniz kiy: seridi, Ege
ve Marmara bdlgelerinde ¢ok sik goriilmektedir. Tiirkiye’de yaklasik 1.300.000 beta

talasemi  tasiyicist  ve 4000 civarinda  beta  talasemi  hastasi  vardir



(http://www.thd.org.tr/thdData/Books/94/bolum-viii-beta-talasemi-tani-ve-tedavi-

Kilavuzu.pdf, 14mart 2019).

2.2.1. Alfa Talasemi

Alfa talasemi 16. kromozom iizerinde bulunan alfa-globin genlerindeki mutasyonlar
sonucunda olusan bir talasemi tipidir. Mutasyonlarin biiyilk c¢ogunlugu gen
delesyonlaridir ancak alfa genindeki bazi nokta mutasyonlar1 da alfa talasemiye yol
acabilmektedir. Homolog kromozomlarin her birinde ikiser tane olmak {izere toplam
dort alfa globin geni bulunmaktadir (ao/ac). Alfa talasemilerde a-globin genlerinin biri,
ikisi, iicli ya da dordii birden etkilenmis olabilir. Bu nedenle, alfa talasemi ¢ok degisken
bulgularla seyredebilmektedir. Klinik bulgu vermeyen sessiz tagtyicilar olabilecegi gibi
anne karninda 6liime yol acan agir kansizlik bulgusu goriilen hastalar da olabilir. Bir gen
delesyonu (-o/aat) sessiz alfa talasemi tasiyici, 2 gen delesyonu (-o/-a. veya --/oa) alfa
talasemi tasiyiciligi, 3 gen delesyonu (--/-a) HbH, 4 gen delesyonu (--/--) Hb Barts
Hidrops fetalis sendromu olarak adlandirilir. Bir veya 2 gen delesyonu goriilen
tastyicilarda herhangi bir tedaviye ihtiyag duyulmaz. HbH orta veya agir hemolitik
anemiye yol agan klinik olarak ¢ok degisken bir grup hastaliktir. Bu hastalarda p zincir
uretimi fazladir ve bu beta zincirler tetramer yaparak hem ile birlesir ve HbH (B4)
olusturur. HbH eritrositlerde birikerek bu hiicrelerde inkliizyon cisimciklerinin
olugmasima neden olarak bu hiicrelerin dalak tarafindan ortadan kaldirilmasina yol agar
ve anemiye neden olur. Hastalarm bir kismi transfiizyon bagimli olabilmektedir.
Homozigot o-talasemiler, doért o geninin delesyonunun neden oldugu en agir alfa
talasemi seklidir ve genelde intrauterin veya erken neonatal donemde Olim ile

sonuglanmaktadir (hidrops fetalis) (Wu ve ark., 2015).

2.2.2. Beta Talasemi

Beta talasemi beta-globin zincir sentezinin eksik ya da hi¢ iiretilememesi ile olusan
kalitsal kan hastaliklar1 grubudur. Mutasyonlar sonucu beta globin zincirinin azalmasi
durumunda B* talasemi veya hig iiretiimemesi durumunda B° talasemi olusur. Cok hafif
formlar1 ise " olarak ya da sessiz B talasemi olarak adlandirilir. Alfa/beta globin zincir

orani farkli oranlar da bozulacagindan iiretilen hemoglobin miktarina gore beta talasemi
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klinik olarak ii¢e ayrilir: talasemi minor veya talasemi tasiyicisi, talasemi intermedia ve

talasemi major (TM).

Talasemi minor

Talasemi minor kisilerde tek bir defektli beta-globin geni mevcuttur. Laboratuvar
sonuc¢larinda hemoglobin degerinin hafif diisiik, ortalama eritrosit hacminin (MCV) ve
hemoglobin diizeylerinin azaldig1 goriiliir. Periferik kan yaymalarinda hipokrom,
mikrositik eritrositler, anizositoz, bazofilik noktalanma ve target hiicreleri,
goriilmektedir. Beta talasemi mindriin en belirgin ozelligi HbA> yiiksekligidir.
HbA>>3.5 olan kisiler B talasemi tasiyicisi olarak kabul edilir. Talasemi tasiyicilarinin
yaklasik yarisinda ise HbF yiiksekligi de goriiliir. Talasemi tasiyiciligir bir hastalik
olmay1p, herhangi bir tedavi gerektirmez. Baska bir talasemi tasiyicisi ile evlenmeleri
durumunda dogacak olan ¢ocuklarin %25’i homozigot talasemi olabilir (Canatan ve ark.,
2006).

Talasemi intermedia

Homozigot talasemi olup, klinik bulgular Beta talasemi major hastaligi kadar agir
degildir. Cerrahi, enfeksiyon, bazi1 6zel stres durumlar1 disinda Hb: 6-10g/dl diizeyinde
goriillmektedir. Ilerleyen yas ile kemik iligi genislemesine bagli olarak kemik
degisiklikleri goriiliir. Ekstramediiller hematopoez kitleleri saptanabilmektedir. Artmis
demir emilimi sonucu olarak demir birikim bulgular1 goriilebilir. Eritrosit sayisi, Hct ve
eritrosit indekslerinde (MCV, MCH, MCHC) azalma, RDW’de artis gozlemlenir.
Periferik yaymada; eritrositlerde mikrositoz, agir hipokromi, anizositoz, poikilositoz,
hedef hiicreleri, polikromazi, basofilik noktalanma ve normoblastlar, retikiilosit
diizeyinde ¢ok az artis (% 2-4) mevcuttur. Hemoglobin elektroforezi; HbA azalir (%10-
20), HbF (%70-80) ve HbA; artar (http://www.thd.org.tr/thdData/Books/94/bolum-viii-

beta-talasemi-tani-ve-tedavi-kilavuzu.pdf, 14mart 2019).

Talasemi major

Talasemi major her iki  globin zincir iiretiminin seztezinin azalmasi ya da hi¢ olmamasi
sonucunda olusur. B globin zincir yapimi azaldig1 veya olmadigi i¢in HbA sentezi azalir
ve mikrositik anemi gelisir. Alfa globin zincirler § globin zincirleriyle eslesemediginden
alfa zincir miktart artar (Rivella, 2012). Talasemide yeterli  globin zinciri
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iretilememesi sonucu mikrositoz gelisir (Rund ve Rachmilewitz, 2005). Alfa globin
zincirleri tek basma hemoglobin olusturamaz. Bunun yerine, a globin zincirleri biiyiik
intraseliiler inkliizyonlar olustur ve kemik iliginde olgunlasmakta olan geng eritroid
hiicrelerde ¢oker. Bu hiicrelerin bir kismi kemik iliginde olgunlagsmadan parcalanir
(inefektif eritropoez). Hemikromlarin pargalanmasiyla demir agiga ¢ikar ve fazla demir
oksidatif strese yol acarak eritrosit membranindaki lipid ve proteinlerin yapisini bozar.
Alfa globin zincir inkliizyonlar1 igeren eritrositlerden dolasima gegenler dalagin
mikrosirkiilasyonundan gegerken yikilir. Bu nedenle, bu eritrositlerin yasam omiirleri
kisadir. Dalak tarafindan bu anormal eritrosit hiicreleri dolasimdan uzaklastirildig i¢in
zamanla splenomegali ve hipersplenizm gelisir. Bunun diginda, TM hastalarinda
ekstramediiller hematopoez uyarilmasi da hepatosplenomegali gelismesine katkida
bulunur. Anemi eritropoetin yapimini arttirir ve kemik iliginin ¢ok ¢alismasina bagli
olarak kemik iligi araligi genisler. Buna bagli olarak da TM hastalarinda kemik
deformiteleri goriliir (Cunningham, 2009). Eritroid hiicrelerinin yaslanmaya maruz
kalmas1 etkisiz eritropoezi swrasinda fosfatidilserin gibi antijenler protrombotik
potansiyel 06zelligi verir. Trombositlerdeki ve pihtilasma sistemindeki diger
anormalliklerin yanmi sira hiper pihtilagabilirlik, vendéz tromboz ve pulmoner
hipertansiyon gibi iliskili vaskiiler tezahiirler yaygin olarak talasemili hastalarda goriiliir

(Cappellini ve ark., 2012).

Talasemi major hastalarin klinik bulgular1 ¢ogunlukla 6 ay-2 yas arasindaki donemde
ortaya ¢ikar. Hb F’in azalmasina bagh olarak ilk 4-6 ayda kansizlik ve buna baglh
bulgular goriiliir. Genellikle solukluk, karinda sislik ve biiyiime geriligi goriilmektedir.
Hafif sarilik ve hepatosplenomegali goriiliir. Muayene sirasinda boy kisaligi, kafatasinda
biiylime ve abdomende belirginlesme goze carpar. Maksiller hipertrofi ve hiperplazi,
frontal ve zigomatik kemiklerde hipertrofi, dental deformite ve uzun kemiklerde
patolojik kiriklar TM hastalarinda goriilen iskelet kusurlari arasindadir. Genel olarak bu
hastalarda Hb A sentezi azalmig ve Hb F total hemoglobinin %80’inden daha fazladir
(http://www.thd.org.tr/thdData/Books/94/bolum-viii-beta-talasemi-tani-ve-tedavi-kilavuzu.pdf,
14 Mart 2019).


http://www.thd.org.tr/thdData/Books/94/bolum-viii-beta-talasemi-tani-ve-tedavi-kilavuzu.pdf

Talasemi hastalarmin hemoglobin diizeyi ortalama 3-4 haftalik aralarla uygulanan
eritrosit slispansiyonu transflizyonlar1 ile 10 g/dI’nin {izerinde tutulmalidir. Diizenli
transflizyon alan hastalar yasitlar1 puberte donemine kadar sorunsuz biiyiirler. Sonraki
durumlari ise diizenli selasyon tedavisi alip almamalarina gore degisiklik gosterir. Coklu
kan transfiizyonlar1 nedeniyle hastalarin dokularinda demir birikimi goriiliir. Bunun yani
sira, gastrointestinal sistemden demir absorplanmasinda artis nedeniyle dokularda demir
birikir. Fazla demir dalak, karaciger kupffer hiicreleri, kemik iligi retikiiloendotelyal
hiicreleri, miyokardiyum ve endokrin organlar gibi parankimal dokularda depolanir.
Demir birikimi sonucunda serbest radikal olusumundaki artis talasemi hastalarinda
oksidatif stres ve doku hasarmin olusmasma neden olur. Sonug olarak biiytime geriligi,
seksiiel olgunlasmada gecikme, farkli endokrin eksikliklere bagli komplikasyonlar ve
kardiyak komplikasyonlar goriilebilir. Giliniimiizde transflizyonel demir birikimini
azaltmak amaci ile li¢ farkl selator kullanilmaktadir ve yeni selatorler de gelistirilmeye

devam edilmektedir (Rienhoff ve ark., 2011; Neufeld ve ark., 2012).

Talasemi hastalarinin tedavisinde uygulanan giincel tedaviler; eritrosit transflizyonu
demir selasyon tedavisi, splenektomi, seconder komplikasyonlarin izlemi ve tedavisidir.

Bu hastalikta kiiratif tek tedavi kok hiicre transplantasyonudur.

2.3. Asir1 Demir Yiikii

Talasemilerdeki asir1 demir yiikiiniin ana nedenleri Hb dengesizligi, kan transfiizyonlar1
ve gastrointestinal sistemden emilen demirdir. Viicuttaki demirin ¢ogu diger molekiillere
baglanir. Plazmada, transferine baglanir (J. Wang ve Pantopoulos, 2011). Transferrin
demir baglama kapasitesi doyuruldugunda (>% 80), transferrin bagli olmayan demir

formlar1 goriiniir (Breuer ve ark., 2000).

Eritroid hiicrelerinde, gelen demir esas olarak Hb molekiiliinii olusturmak i¢in hem
molekiiliine dahil edilir veya ferritin i¢cinde depolanir (Konijn, 1994). Demirin bagisiklik
yanitt igin temel bir mikro besin maddesi olmasi ve bagisiklik fonksiyonunun
diizenlenmesinde demirin bir kofaktdr olabilecegini gdsteren spesifik etkiler
tanimlanmis olmasma ragmen demirin etki mekanizmalar1 belirsizligini korumaktadir
(Feng ve ark., 1994; T. Walter ve ark., 1997). Bagisiklik yaniti muhtemelen demirden
birka¢ seviyede etkilenir. Demir hem adaptif hem de dogal immiin sistemler {izerinde
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spesifik etkilere sahiptir (Feng ve ark., 1994; Omara ve Blakley, 1994). Demir eksikligi,
sitotoksik efektor T lenfosit fonksiyonunun gelismesini ve ekspresyonunu dnler (Santos
ve Falcao, 1990). Fazla demir oksidatif hasara neden olabilecek hiicre i¢i serbest
radikallerin olusumunu tesvik eder (Cardier ve ark., 1995). Demir, anahtar sitokinlerin
iretimini azaltarak ve fagositik fonksiyonu inhibe ederek hiicre i¢i patojenlerin
biiylimesini destekleyebilir (Mencacci ve ark., 1997). Asir1 demir yiikii ayrica yardimci
ve sitotoksik T hiicreleri arasindaki dengeyi etkiler ve proliferatif tepkileri bozar
(Cardier ve ark., 1997). Ayrica talasemi hastalari, hepatit C viriisii (HCV), hepatit G
virtisii (HGV), B19 parvoviriis, sitomegaloviriis ve insan immiin yetmezlik viriisii (HIV)
tip 1 ve 2 gibi potansiyel kan kaynakli patojenlere maruz kalmaktadir (de Montalembert
ve ark., 1995; Zanella ve ark., 1995). Talasemide bagisiklik tepkisi i¢in asir1 demir
ylikiiniin 6nemi, bakteriyel enfeksiyonlarin artmasiyla dolayli olarak desteklenir
(Jackson ve ark., 1997; Adamkiewicz ve ark., 1998). Bazi metallerin farmakolojik
konsantrasyonlarda hem konsantrasyona bagli immiinomodiilatér hem de immiinotoksik

etkileri oldugu goriilmektedir (Zeromski ve Jezewska, 1995; Boscolo ve ark., 1999).

Demir, oksijen tasmmmasindaki merkezi rolii nedeniyle metaller arasinda benzersizdir.
Bununla birlikte, asir1 demir ayrica mikrobiyal biliylimeyi destekler ve bagisiklik
fonksiyonunu baskilayabilir. Bakterilerde demir bagimli gen regililasyonu goézlenmistir
(Hill ve ark., 1998) ve g¢evreden demir alimmi kontrol eden mekanizmalar

tamimlanmustir (Byers ve Arceneaux, 1998).

2.4. immiin Hiicreler

Immiin sistem, bir canlidaki hastaliklara karsi koruma saglamada gorevli, patojen ve
tiimdr hiicrelerini taniyan ve yok eden isleyislerin biitiiniidiir. Immiin hiicreler, viicuda
giren her yabanci maddeyi tarar ve onlar1 canlinin kendi hiicrelerinden ve dokularindan
ayirt eder. Viicutta belli araliklarla ortaya ¢ikan anormal hiicre ve molekiilleri belirleyip

bunlara yanit vermek immiin sisteminin gorevlerindendir.

Lenfositler, 16kositlerin %25-35’ini olusturur ve kemik iligindeki kok hiicrelerden
tretilirler. Bu farklilasmamis hiicreler lenfoid dokulara gitmekte ve burada belirgin
lenfosit tipleri olarak olgunlasmaktadirlar (B ve T lenfositler). Lenfositlerin aktive

olmasi, antijen sunan hiicreler tarafindan antijenin uygun bir sekilde, islenmesine ve T
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lenfositlere sunulmasma baghdir. Antijenin taninmasindan sonra, T ve B lenfositleri
hiicre klonlar1 olusturmak tizere boliiniirler ve antijenleri yok edebilen efektor hiicrelere
doniisiirler. Antijen ile gelecekteki karsilagmalar1 igin ihtiya¢ duyulan hafiza hiicrelerine
farklilagmaya devam ederler. Hiicresel immiinite de gorevi olan hiicrelerin tamami
kemik iliginde bulunan pluripotent kok hiicreden koken almaktadir. Kemik iliginde
yeralan pluripotent kok hiicreler lenfoid ve miyeloid hiicreleri olusturmak iizere lenfoid
ve miyeloid progenitorlere farklilagirlar. Bu lenfoid progenitorler T hiicre, B hiicre ve
dogal oldiiriicii hiicreler (NK) olmak tizere ii¢ gruba ayrilirlar. T hiicre progenitorleri
kemik iliginden ayrilir ve timus bezine geger ve olgun T hiicreler olarak farklilasirlar

(Sekil 2.2).

Pluripotent Kk Hiicre
Lenfosit Progenitérleri Miyveloid Progenitérleri
Pre-T Pre-B g

Pre-monosit

H

Lt Dogal : ._: i Monosit
Oldiiriicii 0
Hiicreler
ONK) \
Miyveloid Dendritik
T Lenfosit B Lenfosit Hiicre Makrofaj Hiicre
CD4+ T CDS+ T / \
Lenfosit Lenfosit
Eozinofil Bazofil
/ \ Ntrofil
Thl Th2
Thl7

Sekil 2.2. T hiicre farklilasmasi (Karaselek ve Reisli, 2016).
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Olgun T ve B hiicreleri, (CD) olarak adlandilan farkilagsma kiimeleri yilizey molekiillerini
sergilerler. Bu molekiiller fonksiyonel olarak CD4+ T yardime1 hiicreler (Th) ve CD8+
T sitotoksik hiicreler (Tc) gibi farkli T hiicre alt gruplarini tanimlama gorevini goriirler
(Chinen ve Shearer, 2003). Hiicresel immiinitede, CD4+ Th hiicreleri diger T ve B
hiicrelerinin yanitini arttirirken; CD8+ Tc hiicreler, viriisle enfekte hiicreleri ve timdr

hiicrelerini 61durir.

2.4.1. T lenfositler

T lenfositler, viral enfeksiyonlarda viicudun savunmasinda, yabanci doku greftlerinin
reddinde ve gecikmis hipersensitivitede ve diger T ile B hiicrelerinin aktive edilmesinde
gorev alirlar. Bu immiin yanitlarin hepsine birden hiicresel immiinite adi verilir
(Agerberth ve Gudmundsson, 2006). T lenfositleri kemik iligi kok hiicrelerinden
gelismekte olup B hiicrelerinin tersine, pre-T hiicreleri olgunlagmak {izere timusa go¢
etmektedir. Timusta, immatiir T lenfositleri, T hiicre reseptoriinii (T Cell Receptor,
TCR) kazanirlar. Antijene yonelik TCR spesifik olarak antijen sunan hiicrelerin ve hedef
hiicrelerin yiizeyindeki antijen-peptit-MHC komplekslerine baglanarak T hiicreleri
arasindaki farkli antijen spesifisitesini olustururlar. Timusta olgunlasan T hiicreleri
periferal lenfoid dokulara go¢ eder ve antijen ile karsilasmalar1 halinde ¢ogalirlar ve
hafiza T hiicreleri ve ¢esitli efektor hiicreleri seklinde farklilagirlar. CD4+ Th hiicreleri,
immiin sistemin temel yapitaslarindan birisidir. Th hiicreleri, aktivasyonlarmi takiben,
immiin sistemin neredeyse tiim diger hiicrelerinin fonksiyonunu etkileyen sitokinleri
salgilamaya baslarlar (Abbas ve ark., 1996). Bu sitokinler B hiicrelerini, T¢ hiicrelerini,
dogal oldiriicii hiicreleri, makrofajlar1 ve diger immiin hiicrelerini aktive ve regiile
ederler (McHeyzer-Williams ve ark., 2006). Th hiicrelerinin farkli alt popiilasyonlar1
(6rn., Thl ve Th2) belirlenmis ve farkli sitokin paternleri salgiladiklar1 gosterilmistir.
CD8+ Tc hiicreleri, viriisle enfekte olmus veya kanser nedeniyle degisime ugramis viicut
hiicreleri ile aktive olurlar. CD8+ T hiicreleri hedef hiicreleri sitolitik enzimler, toksik
sistokinler ve por-olusturan molekiiller (6rn., perforinler) salgilayarak veya hedef
hiicrede programlanmuis hiicre 6liimlerini (apopitoz) tetikleyerek yok ederler.

T hiicrelerin enfeksiyona karsi yanit olusturabilmesi aktif olmasma baghdir. Bu
aktivasyonun saglanmasinda iki sinyal gorevlidir (Janeway ve Bottomly, 1994; Sharpe

ve Abbas, 2006). Ilk sinyal antijen tarafindan saglanmakta olup, ikinci sinyal ise; es
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uyaran molekiilleri tarafindan saglanan sinyaldir. Antijenin kendisi aktivasyon igin
birinci sinyali saglar ve T lenfosit aktivasyonunun gergeklesebilmesi i¢in ikinci bir
sinyal olan es uyaran molekiillerine ihtiya¢c duyulmaktadir. Ikinci sinyallerden olan es
uyaranlar, T hiicrenin optimal yanitinin baslamasma yardimci olur. CD4 ve CD8
reseptorleri antijen sunan hiicrelerin (ASH) major doku uygunluk kompleksi (MHC)
baglanir, T hiicre reseptorii (THR) {lizerinde yer alan es uyaran molekiiller ASH

tizerindeki ligandlari ile etkilesime girip aktivasyon saglanmis olur (Robert R. Rich MD
2008).

2.4.2. CD28 Es Uyaran ve Inhibitor Ailesi

CD28 ailesinde yer alan iiyeler, kisa sitoplazmik uzantilar iceren degisken
immiinoglobulin benzeri yapilardr (Riley ve June, 2005). CD28 ailesinin
tanimlanmasindan sonra bagka es uyaran molekiillerde bulunmus ve 4 ana grup altinda
toplanmistir. Bunlar CD28, indiiklenebilir T hiicre kostimulatér sistemi (ICOS),
sitotoksik T lenfosit iliskili protein 4 (CTLA-4) ve programlanmis hiicre 6liimii proteini
1 (PD-1) molekiilleridir. CD28 ve ICOS molekiillerin T hiicrelerin aktivasyonunda
pozitif bir etkiye sahipken, CTLA-4 ve PD-1 molekiilleri T hiicrelerin inaktivasyonunda
yeralan es uyaran molekiillerdir. Inhibitdr etkili es uyaranlar, T lenfosit yamitlarmin
negatif regililasyonunda gorev alirlar (Watts ve DeBenedette, 1999; Frauwirth ve
Thompson, 2002). Insanlarda CD4+ T lenfositlerin biiyiikk ¢ogunlugu ve CD8+ T
lenfositlerin hemen hemen yaris1 CD28 molekiillerini eksprese eder (Topp ve ark., 2003;
Warrington ve ark., 2003). Kronik enfeksiyon ve ilerleyen yasa bagh olarak CD28
molekiillerin de kayiplar olusabilir ve buda immiin yanitta bozukluklara sebep olabilir. T
hiicre yiizeyinde yer alan CD28 molekiilii ile antijen sunan hiicrenin yiizeyinde eksprese
edilen ligandlara baglanmasi ile T hiicre yanit1 olusur. B7-1 (CD80) ve B7-2 (CD86)
CD28 ligandlaridir (Carreno ve Collins, 2002; Sharpe ve Freeman, 2002). CD80 ve
CD86 molekiilleri es uyaran ve es inhibitor yollarinda 6nemli bir role sahiptir. Antijen
sunan hiicre yiizeylerinde yer alan CD80 ve CD86 molekiilleri CD28’in ligand1 olmakla
beraber CTLA-4 molekiilliniin de ligantidir (Bour-Jordan ve ark., 2011; Dilek ve ark.,
2013) (Sekil 2.3).

12



N < - - - > eon

N5t

____ S I
- g

o | (70— —? @@ [E—

|
’/
f
J

y

Sekil 2.3. T lenfosit es uyaranlar, ligandlar1 ve etkilesimleri (Karaselek ve Reisli, 2016)

PD-1, degisken tek bir bolge ihtiva eden tip | transmembran proteinidir. Sitoplazmik
kuyruklarinda tirozin bazli immiin resept6r inhibisyon motifi (ITIM) vardir. CTLA-4 ile
PD-1 %23 oraninda benzerlik gosterir. PD-1 molekiilinde CTLA-4 molekiiliinde yer
alan MYPPY motifleri bulunmamakta ve aktive olmus T lenfositler iizerinde ifade
edilmektedir. Ayrica PD-1’in B lenfositlerde eksprese edilmekte olup immiin sistemde
CTLA-4 molekiiliinden daha genis bir spektruma sahip oldugunu diisiindiirmektedir
(Agata ve ark., 1996). PD-1 ile yapilan caligma sonuglar1 periferal toleransin
indiiklenmesinde goérev aldigini diisiindiirmektedir. PD-1 molekiiliiniin PD-L1 (B7-H1)
ve PDL2 (B7-DC) olmak iizere iki ligandi bulunmaktadir. Bu ligandlar ASH’lerde
eksprese edilirler. PD-1 eksikligi olan farelerle yapilan ¢aligmalarda, yiiksek oranda
otoantikor {iretimi ile karakterize olan otoimmiin hastaliklarm, PD-1 ekspresyonu ile
iliskili oldugu ifade edilmistir. Bagka bir ¢alismada PD-1 molekiiliiniin otoreaktif B
hiicre reaksiyonlarmlar1 diizenlemede Onemli bir rolii oldugu ortaya konulmustur

(Okazaki ve Honjo, 2006).
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PD-1 ve ligandlar olan PD-L1 ve PD-L2’nin ekspresyonlari

PD-1, saf T hiicrelerinde eksprese edilmezken, T hiicresi reseptoriiniin (TCR) aracilt
aktivasyonunu takiben yukar1 dogru diizenlenir ve hem aktif hem de bitkin T
hiicrelerinde kolayca gozlenir (Agata ve ark., 1996; Barber ve ark., 2006). Bu "bitkin" T
hiicreleri, islevsiz bir fenotipe sahiptir ve wuyaranlara uygun sekilde cevap

verememektedir.

PD-L1 ifadesi ¢ok daha ¢esitlidir. PD-L1, T hiicreleri, B hiicreleri, monositler, makrofaj,
dentrik hiicreler iizerinde goriilebilir ve tipik olarak aktivasyon ile diizenlenir. PD-L1,
kalp, pankreas, plasenta, vaskiiler endotel, karaciger, akciger gibi birgok hematopoetik
olmayan dokularda eksprese edilir (Dong ve ark., 1999; Freeman ve ark., 2000). Bu
doku ekspresyonu, periferde immiin yanitlarin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar
(Keir ve ark., 2006; Scandiuzzi ve ark., 2014). Birgok arastirmada, PD-1/PD-L1/L2
yolunun, cesitli enfeksiyoz, otoimmiin ve kanserde T hiicresi regiilasyonu i¢in dnemli

oldugu gosterilmistir (Francisco ve ark., 2010).

PD-1 sinyal yonetimi

PD-1 araciligi ile sinyal yolagnin aktiflestirilmesi, onun bilinen ligandlar1 olan PD-L1
ve PD-L2 ile baglanip aktif olmasiyla baslar. Sinyal iletiminin birincil etkisi TCR ve
temel kostimiilator sinyallerinin  inhibe edilmesidir (Sekil 2.2). Baglanma
gerceklestiginde, PD-1 TCR kompleksi tizerine kiimelenir ve orada lokalize olur
(Yokosuka ve ark., 2012). PD-1, TCR birlesmesinin ardindan TCR CD3( zincirlerinin
ve Zap-70'in fosforilasyonunu inhibe edebilir (Sheppard ve ark., 2004; Parry ve ark.,
2005; Yokosuka ve ark., 2012). Sagkalim ve proliferasyonun bir arttiricist olan Ras'in
akis asagi aktivasyonu, PD-1 tarafindan da inhibe edilmistir (Patsoukis ve ark., 2012).
Dogrudan TCR sinyalleriyle birlikte CD28, fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K)/Akt
yolunun aktivasyonu ile kostimiilator uyarici sinyaller verir. PD-1 sinyalleri, PI3K
aktivasyonunu (Parry ve ark., 2005) bloke ederek bu yolu bastirir. Bu etki, hiicre i¢i
immiinoreseptor tirozin esasli salter motifinin (ITSM) ve immiinoreseptor tirozin bazl
inhibitér motifin (ITIM) fosforilasyonuyla baglar. ITSM bu iki motifden 6nemli olan1
gibi goriilmektedir (Chemnitz ve ark., 2004; Sheppard ve ark., 2004). Fosforile edilmis
ITSM, tirozin fosfataz olan SHP-2'yi alir (Parry ve ark., 2005; Yokosuka ve ark., 2012).
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Bu fosfataz, PI3K'nin etkisizlesmesine ve Akt yolunun asagi dogru inhibisyonuna yol
acar. Her iki PD-1 ve CTLA-4'tin T hiicrelerini inhibe etmesine ragmen, bu iki

reseptoriin mekanizmalar1 belirgindir (Parry ve ark., 2005).

PD-1 boyunca asagi akis sinyallesme etkileri ¢oktur. Diger inhibitér reseptorlerde
oldugu gibi, tiimor nekroz faktorii a (TNF-a), interferon y (IFN-y) ve interlokin 2 (IL-2)
dahil olmak {izere birka¢ enflamatuar sitokinde bir diislis ile birlikte T hiicresi
proliferasyonunda bir azalma goriiliir (Freeman ve ark., 2000; Latchman ve ark., 2001;
Barber ve ark., 2006).

PD-L1 indiiklenebilen regiilator T hiicreleri (iTregs) farklilagmasinda in vitro ve in vivo
olarak onemli bir rol oynadigi gosterilmistir (Francisco ve ark., 2009), sadece ASH'lar
iizerinde degil aym zamanda diger hematopoietik olmayan dokularda PD-L1
ekspresyonu bu indiikksiyonu yapabilir. PD-1 sinyallemesine, fosfo-Akt, rapamisinin
mekanik hedefi (MTOR), S6 ve Erk2'nin asagi regiilasyonu ve fosfataz ve tensin
homologunun (PTEN) yukar: regiilasyonu eslik eder (Francisco ve ark., 2009). Daha
onceki ¢aligmalar, Akt sinyal yolunun, PD-L1 ile indiiklenmis Treg'lerin iiretilmesi i¢in
onerilen mekanizmayr destekleyen iTreg gelisiminin giiclii bir inhibitérii oldugunu
gostermistir (Haxhinasto ve ark., 2008). PD-1, tiikkenmis T hiicrelerinde énemli bir rol
oynar. Ilk once kronik viral enfeksiyonlarda, PD-1'in tiikkenmis CD8 T hiicrelerinde
selektif olarak yukar1 dogru diizenlendigi kaydedilmistir (Barber ve ark., 2006). Bu
gozlem hem farelerde hem de insanlarda c¢ok sayida kronik viral enfeksiyonda
goriilmiistiir (Barber ve ark., 2006; Quigley ve ark., 2010; Hofmeyer ve ark., 2011; Kao
ve ark., 2011). Timé6r mikro ortamimda T hiicrelerinin PD-1 ekspresyonu da bitkin ve
islevsiz bir fenotip ile iliskilidir (Ohaegbulam ve ark., 2015). En O6nemlisi, PD-1
sinyallemesinin blokaji, CD8 T hiicre fonksiyonunu eski haline getirebilir ve tiikkenmis

fenotipten sitotoksik 6zelliklerin geri kazanilmasini saglar (Pauken ve Wherry, 2015).

PD-1, sitoplazmik kuyrugunda hem bir hiicre i¢i immiinoreseptor tirozin bazli salter
motifi (ITSM) hem de immiinoreseptor tirozin bazli inhibitér motifi (ITIM) icerir. SHP-
2, fosforile edilmig ITSM'ye baglanabilir. Ligandlarla PD-1 ligasyonu, CD3( zinciri
fosforilasyonu ve Zap-70 birlesmesinin inhibisyonu yoluyla TCR sinyalinin genel olarak
inhibe edilmesine yol acar. PD-1 sinyalleri, sirastyla ¢ogalmay1 ve hiicre sagkalimini
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etkileyen hem Ras hem de Bcl-xL'nin asag: regiilasyonuna neden olur. T hiicrelerinin
efektor fonksiyonunu bozan BATF'de bir artig goriilebilir. PD-1 ayrica PI3K
aktivasyonunu inhibe ederek fosfatidilinositol 3-kinaz (P13K)/Akt yolunu da inhibe eder.
Bu rapamisinin (mTOR) mekanik hedefinin asag1 dogru diizenlenmesi ve FoxO1'in yar1
Oomriiniin artmasi dahil olmak tizere asag1 yonde etkilere sahiptir. PD-1 sinyalleri ayrica
glikolizi inhibe ederek ve yag asidi oksidasyonunu tesvik ederek hiicrenin
metabolizmasini etkiler. Birlikte bu etkilerin timii T hiicrelerinin daha az proliferatif
olmasina, efektor fonksiyonlarini kaybetmesine, bitkin ve islevsiz bir fenotip almasina

neden olur.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Olgular

Bu proje i¢in Akdeniz Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu'ndan onay alindi
(Sayr: 70904504/10, Karar No: 22, Tarih: 11.01.2017). Calismaya dahil edilen tim
bireyler, calismanin igerigi ve ¢aligmanin asamalar1 konusunda bilgilendirildi. Bireylerin
her birinden yazili onam formu alindi. 18 yasindan kiigiik bireylerin hem kendilerinden
(okuma yazma bilenlerden) hem de yasal vasilerinden onam formu alindi. Calismaya
dahil edilen talasemi major hastalarmin yas, cinsiyet, tan1 yasi, transflizyona baslama

yasl, transfiizyon siklig1 ve splenektomi ykiisii olup olmadigi kaydedildi.
Bu arastirmaya dahil edilen bireyler almis olduklar1 taniya gore 2 gruba ayrildi:

Grup 1 (kontrol grubu): Kontrol grubu, hasta gruplariyla ayn1 yas ya da yas araliginda,
transflizyon Oykiisii olmayan, talasemi tasiyiciligr gibi herhangi bir hemolitik anemi
bulgusu gostermeyen ve kronik bir hastaligi olmayan 27 saglikli bireyden olustu.
Kontrol grubundaki bireylerin yas ortalamasi 12,14 yildi. Bu grubu olusturan kisilerin
12’1 kiz ve 15’1 erkekti. Kontrol grubundaki bireyler c¢aligmaya alinmadan oOnce
hemogram, ferritin ve CRP testleri calistirilarak bireylerde hemolitik anemi ve
inflamasyon olup olmadig: arastirildi. Anemisi ve enfeksiyonu olan bireyler bu gruba

dahil edilmediler.

Grup 2 (talasemi major (Tm)): Akdeniz Universitesi Hastanesi Pediatrik Hematoloji-
Onkoloji Poliklinigi’nde takip edilen transfiizyon bagimli 31 talasemi major hastasi bu
gruba dahil edildi. Bu grubu olusturan bireylerin yas ortalamasi 14 yildi. Bu bireylerin
13’1 kiz ve 18’1 erkekti.

3.2. Orneklerin Hazirlanmasi

Talasemi hastalarmin kan numuneleri, hematoloji poliklinigine bagvurduklarinda
transflizyon yapilmadan once alindi. Caligmaya dahil edilen bireylerin tiimiinden
heparinli ve EDTA (etilendiamintetraasetikasit)’li tiiplere ve serum tiiplerine kan

numuneleri alindi.
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Alman heparinli kan CD4, CDS8, CD3, PD1, CASPASE-3 ve izotiplerinin dlglimleri igin
ayn1 giin bekletilmeden kullanilda.

EDTA’l1 kan numuneleri hemogram 6l¢iimii i¢in kullanildi. Serum numuneleri ferritin
ve hs-CRP diizeylerinin 6l¢timii i¢in kullanildi. Bu testler i¢in alinan kan numuneleri 20

dakika i¢inde laboratuara ulagtirildi.

3.3. Biyokimyasal Parametrelerin Ol¢iimii

Tiim bireylerin tam kan sayimlar1 (hemogram) EDTA’L tiiplere alinan kan 6rneklerinde
Advia 120 cihazi kullamilarak yapildi. Bireylerin serum ferritin konsantrasyonlari
Siemens Centaur XP cihazi kullanilarak kemiliiminesans yontemi ile kantitatif olarak
Olciildii. Bireylerin serum Orneklerinde hs-CRP diizeyleri nefelometrik yontem
kullanilarak &lgiildii. Bu testlerin dl¢iimii Akdeniz Universitesi Hastanesi Merkez

Laboratuari’ndan hizmet alimi seklinde yapildi.

T lenfositlerde PD-1 Ol¢iimii

CD4 ve CD8 T lenfosit sayimi ve bu T lenfositlerdeki PD-1 6lgiimii flow sitometri
yontemiyle yapildi. Ayrica, hiicre kiiltiirii yontemi ile bu T lenfositlerin apoptoza gidip
gitmedikleri 6lgiildii. Olgiimler Akdeniz Universitesi Organ Nakli ve Arastirma

Laboratuvari’nda bulunan BD FACSCanto II Flow Cytometer kullanilarak yapildi.

Hiicre Kiiltiirii Yontem

Arastirmaya dahil edilen kisilerden alinan heparinli kan 1:2 oraninda PBS (Fosfat
Tamponlu Tuz) ile diliie edildi. Ardindan falkon tiipiine 1.077 gr/mI’lik 3 ml Ficoll
Hypaqua (hiicrelerin ayrilmasi ve izolasyonu i¢in yogunluk ve gradyan ortami saglayan
sivi) eklendi. Uzerine tabaka olusturacak sekilde kanlarm tamami eklendi. 25 dk 1600
rpm’de santrifiij yapilarak buffy coat elde edildi. Lenfositleri igeren buffy coat tabakasi
diger tabakalara dokunulmadan steril pipet yardimiyla ayri temiz bir santrifiij tiipiine
alindi ve tiipiin tamamma PBS eklenip 1200 rpm’de 10 dk santriifiij edildi. Santrifiij
sonrast Uist kisminda kalan pargalanmis proteinlerden olusan kisim atildi. Bundan sonra
ayn1 yikama iglemi iki kez tekrarlandi. Siipernatant atildiktan sonra tiipilin dibinde kalan
ve igerisinde lenfositlerin bulundugu ¢okelti %10 fetal bovine serum (FBS), 40 mg/ml
Gentomisin (Gibco) ve 2Mm L-Glutamin igeren RPMI-1640 (Gibco) medyumu ile
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siispanse edildi (2,5x10° olacak sekilde hiicreler ayarlandi). Arastirilan her birey igin
hiicre kiiltiirii 6ncesinde tiip bagina 400 ml’lik siispansiyon hazirland1 ve pipetaj yapildi.
24 kuyucuklu plak sterid (multiwell) kullanildi. Her hasta i¢in 4 kuyucuk kullanildi.
Hiicre kiiltiirii uygulamalarinda mitotik aktiviteyi saglayan (stimiile eden/uyaran) ve
hiicre kiiltiirii uygulamalariin uygunlugunu belirleyen bir lektin olan concanavalin A
(sigma) stogu hazirlandi. 20ul conA’ya 1980 ul PBS eklenerek stok hazirlandi. 24
kuyucuklu plaklar1 her bir deney i¢in stimiile olan ve stimiile olanlarin isotipleri ile
stimiile olmayan ve stimiile olmayanlarin isotipleri olacak sekilde belirlendi. Stimiile
olmayan hiicreler 100’er uL eklenildi. Tim bu islemler havadaki partikiilleri
uzaklastiran HEPA (high efficiency particible) filtreli laminar akimli kabinde
gerceklestirildi. Ardindan ekimi yapilan hiicreler, %5 CO2’li etiivde 37°C’de 96 saat
inkiibe edildi.

Flow Sitometri Yontemi

Lenfositler 6n sag¢ilim ve yan sa¢ilim ozellikleri ile tanimlanarak, kapi igine alinarak
analiz gergeklestirildi. Her bir monoklonal antikorla reaksiyon verebilen lenfositler
florasan 6zelliklerine gore ayrilip sayilar1 yiizde olarak rapor edildi.

Kullanilan monoklonal antikorlar;

PE-Cy TM7 Mouse Anti-Human CD8 (BD Biosciences, 557746)
PE-Cy TM7 Mouse 1gG1 K Isotype (BD Biosciences, 557872)
PE Mouse Anti-Human CD4 (BD Biosciences, 555347)

PE Mouse 1gG1 K Isotype (BD Biosciences, 555749)

APC-H7 Mouse Anti-Human CD3 (BD Biosciences, 560176)
APC-H7 Mouse 1gG1 K Isotype (BD Biosciences, 560167)

APC Mouse Anti-Human CD279 (BD Biosciences, 558694)
APC Mouse 1gG1 K Isotype (BD Biosciences, 555751)

FITC Active Caspase-3 Apoptosis Kit (BD Biosciences, 550480)

Hiicre kiiltiiriinde 96 saati tamamlayan hiicreler 4 ayr1 flow tiipiine kontamine
olmayacak sekilde alindi1 ve isimlendirildi. Her tiipiin lizerine 200 pl FBS’li PBS
hazirlanip eklendi. 10 dk 1600 rpm’de santriifiij edildi ve medyum hiicrelerden
uzaklastirildi. Bu islem bir kez daha tekrarlandi. Ardindan PE-Cy TM7 Mouse Anti-
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Human CD8, PE-Cy TM7 Mouse 1gG1 K Isotype, APC-H7 Mouse Anti-Human CD3,
APC Mouse 1gG1 K Isotype antikorlarindan 5’er pl, PE Mouse Anti-Human CD4, PE
Mouse IgGl K Isotype, APC-H7 Mouse IgGl K Isotype, APC Mouse Anti-Human
CD279, 20’ser ul iiretici firmanimn Onerdigi sekilde eklendi. Pipetaj yapilip oda 1sisinda
karanlik ortamda 20 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda tiiplere 200 ul FBS’li
PBS eklenip 1600 rpm’de 10 dakika santrifiij edilip pellet kismu dokiildii. Ardindan
FITC Active Caspase-3 Apoptosis kitinin uygulanmasi igin iiretici firmanin 6nerdigi
sekilde hiicre porlarmmi agmak ve caspase-3 antikorunun baglanmasi i¢cin kit i¢inden
¢ikan permeabilization solutiondan 500 ul eklenip pipetaj yapip karanlik odada ve oda
isisinda 30 dakika bekletildi. Ardindan 20 pl FITC Active Caspase-3 Apoptosis
antikorunu ekleyip pipetaj yapip 20 dakika oda sicaklhiginda karanlikta inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra tiiplere 200 pl cellwash ekleyip flow sitometri cihazinda

lenfositleri belirleme islemine gegildi.

Lenfositler 6n sa¢ilim ve yana sag¢ilim Ozellikleri ile kapi igine alinarak analiz
gergeklestirildi. Her bir monoklonal antikorla reaksiyon verebilen lenfositler floresan

ozelliklerine gore ayrilip sayilar1 yiizde olarak rapor edildi.

3.4. Istatistik

Istatistiksel analizler SPSS istatistik programi (Version 23.0, Chicago, IL, ABD)
kullanilarak yapildi. Her bir gruptaki olgularin yas ortalamalar1 Kruskall Wallis testi
kullanilarak karsilastirildi. Gruplar arasi hemoglobin ve hs-CRP degerleri Bonferroni
Diizeltilmis Mann Whitney U testi kullanilarak karsilastirildi. Ferritin, CD4, CD8, CD3,
CD279 ve CAS-3 diizeylerinin analizlerinin yapilmasinda Kruskal Wallis testi
kullanildi. Sonrasinda yapilan ikili karsilastirmalarda Bonferroni Diizeltmeli Mann-
Whitney U testi (a: 0.008) kullanildi. Degiskenler arasindaki korelasyonlar1
degerlendirmek i¢in Spearman'in Rho testi ve dagilim grafikleri kullanildi. 0.05'ten

kiiclik olan p degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismaya dahil edilen kisilerin laboratuar bulgular: tablo 4.1°de belirtilmistir. Gruplar
da yer alan kisilerin yaslar1 arasinda bir fark bulunamamigtir. Talasemi major tanili
olgularin hemoglobin degerleri, kontrol grubundakilerin Hb degerlerinden daha diisiik
bulunmustur (p<0,001). Kontrol grubundaki bireylerin hematokrit, eritrosit degerleri TM
tanili bireylerin degerlerinden daha yiiksek bulunmustur (p<0,001). Talasemi major
grubundakilerin ferritin degerleri kontrol grubundakilere oranla anlamli derece de

yiiksek bulunmustur (p<0,001).

Talasemi major tanili olgularm MCV degerleri kontrol grubuna gore daha diisiik
bulunmustur (p<0,017). Talasemi major tanili olgularin luc% (p<0,005), luc (p=0,012),
lenfosit (p=0,033), monosit% (p=0,023) degerleri, kontrol grubundaki bireylere oranla

daha diisiik bulunmustur.

Calismaya dahil edilen 2 grubunda hs-CRP diizeyleri normal araliklarda bulunmustur.
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Tablo 4.1. Kontrol ve talasemi major gruplarindaki bireylerin laboratuvar bulgularinin karsilastirigmast.

Parametreler Talasemi major Kontrol grubu p degerleri
(n:31) (n:27)

Yas (y1l, x +sd) 14+7,18 12,15+6,44

Hemoglobin (g/dL)

(ortalama)

ortalama x =+ sd 9,59+0,87 12,85+1,15 p<0,001

Hematocrit (%)

ortalama X =+ sd 29,05+2,98 39,41+2,85 p<0,001

Eritrosit (milyon/mm?

ortalama X =+ sd 3,7+0,44 4,88+0,38 p<0,001

MCHC (g/dL)

ortalama X +sd 33,09+1,88 32,60+1,69 p=0,304

MCV (fL)

ortalama X + sd 78,64+3,51 81,09+6,25 p=0,017

MCH (pg/hiicre)

ortalama X + sd 26,04+2,18 26,48+2,81 p=0,629

RDW (%)

ortalama x £ sd 17,08+3,07 13,60+0,81 p<0,001

Lenfosit (BIN/mm?)

ortalama x + sd 2521,29+1578,2 2710,37+750,5

(min/max) (800/9160) (1290/4780) p=0,033

Lenfosit%

ortalama x + sd 36,06£10,73 36,79+8,88 p=0,159

Monosit%

ortalama x + sd 5,53+1,35 6,51+1,76 p=0,023

hs-CRP (mg/dL)

ortalama x + sd 0,11£0,13 0,14+0,28 p=0,876

Ferritin (ng/mL)

ortalama x + sd 1996,53+1568,16 28,46+28,95

(min/max) (693/6269) (4/128,1) p<0,001

Hb, hemoglobin; MCV, ortalama eritrosit hacmi; MCH, ortalama eritrosit hemoglobin;
MCHC, ortalama eritrosit hemoglobin konsantrasyonu;RDW, eritrosit dagilim genisligi; hs-

CRP, yiiksek sensitif C-reaktif protein; X + SEM, ortalama + standart hata.
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Sekil 4.1. Kontrol grubu ve talasemi major grubu ferritin konsantrasyonu.

4.1 T Lenfosit Parametreleri

Talasemi major tanili bireylerin ve kontrol grubunda yer alan bireylerin concanavalin A
mitojeni ile uyarilmis ve uyarilmamis olan CD4, CD8 lenfositleri ve active caspase-3
enzimi ile PD-1 antikor parametreleri Tablo 4.2’de gosterilmistir. Talasemi major
grubundaki bireyler ile kontrol grubunda yer alan bireylerin uyarilmamis olan CD4 ve
CDS8 lenfosit yiizdeleri arasinda bir fark bulunamadi. Uyarilmis olan CD4 ve CDS8
lenfosit yiizdeleri arasinda da bir fark bulunmamigstir. Gruplarm CD4 ve CD8 lenfosit

Olctimleri Tablo 4.2°de gosterilmistir.

4.1.1 T Lenfositlerindeki Active Caspase-3 Enzim ifadesinin Parametreleri
Her iki gruptada goriilen active caspase-3 ifadesi yani apopitoza ugrayan T lenfositleri
arasinda herhangi bir fark bulunamadi. Apopitoza ugrayan T lenfosit dl¢iimleri Tablo

4.2’de srralanmustir.
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Tablo 4.2. Kontrol grubu ve talasemi major grubundaki T lenfosit, caspase-3 enzim ve PD-1

konsantrasyonlart.

Parametreler

Talasemi major

Kontrol grubu

p degerleri

(n:31) (n:27)
CD4S%
ortalama =+ sd 61,89+20,06 56,69+17,08 0,147
CD4 US %
ortalama =+ sd 64,83+16,32 58,83+15,28 0,082
CD8S %
ortalama =+ sd 18,87+8,52 22,17+9,20 0,161
CD8 US %
ortalama =+ sd 20,94+7,93 22,18+7,61 0,362
CD4+PD1+CAS3+ S %
ortalama =+ sd 0,50+0,88 0,52+0,69 0,868
CD4+PD1+CAS3+ US
% ortalama + sd 0,51+0,92 0,71+0,86 0,255
CD4+PD1+CAS3-S %
ortalama =+ sd 9,7+10,23 6,96+7,10 0,422
CD4+PD1+CAS3-US%
ortalama =+ sd 7,46+6,94 7,23+4,8 0,543
CD4+PD1-CAS3-S%
ortalama =+ sd 87,29+9,23 89,60+7,57 0,427
CD4+PD1-CAS3-US%
ortalama =+ sd 89,35+7,16 89,14+5,31 0,905
CD4+PD1-CAS3+S%
ortalama =+ sd 3,58+3,82 3,05+1,51 0,956
CD4+PD1-CAS3+US%
ortalama =+ sd 2,69+0,94 2,92+1,34 0,988
CD8+PD1+CAS3+ S%
ortalama =+ sd 1,60+4,46 0,60+0,85 0,372
CD8+PD1+CAS3+
US% ortalama + sd 1,80+5,63 0,67+1,03 0,825
CD8+PD1+CAS3-S%
ortalama =+ sd 15,07£11,17 13,47+10,27 0,726
CD8+PD1+CAS3-US%
ortalama =+ sd 16,35+16 15,62+10,77 0,634
CD8+PD1-CAS3-S%
ortalama =+ sd 81,23+12,90 83,73+10,45 0,623
CD8+PD1-CAS3-US%
ortalama =+ sd 80,04+16,06 82,13+10,97 0,571
CD8+PD1-CAS3+S %
ortalama =+ sd 2,09+2,11 2,19+1,83 0,667
CD8+PD1-CAS3+US %
ortalama =+ sd 1,81+1,06 1,59+1,23 0,425

CD4+, T yardimcr hiicreler; CD8+, T sitotoksik hiicreler; PD-1, Programlanmis hiicre 6liimii proteini;
CAS3, Kaspas-3;US, Stimiile edilmemis (ConA ile uyarilmamis); S, Stimiile edilmis (ConA ile

uyarilmis); X + SEM, ortalama + standart hata.

4.1.2 T Lenfositlerindeki PD-1 Antikor ifadesinin Parametreleri

Tiim gruplarin T lenfositlerindeki PD-1 antikoru dl¢limleri arasinda bir fark bulunamadi.

Gruplarin PD-1 antikor 6l¢timleri Tablo 4.2°de gosterilmistir.
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4.1.3 T Lenfositlerindeki Apopitoz ve PD-1 Ifadesinin Uyarilmis Olan ve
Olmayanlar Arasindaki Parametrelerin Karsilastirilasi

Concanavalin A isimli mitojen ile uyarilan T lenfositleri ve uyarimamig olan T
lenfositlerindeki apopitoz ve PD-1 antikorunun ifadesi grup i¢inde karsilastirilmig olup,
iki grup iginde de uyarilan ve uyarilmayan T lenfositleri arasinda fark bulunamamustir.
Uyarilan ve uyarilmayan T lenfositlerindeki apopitoz ve PD-1 antikor ifadesinde de bir

fark bulunamamastir.
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Sekil 4.2 Kontrol grubu ve talasemi grubu CD4S konsantrasyonlari.
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Sekil 4.3 Kontrol grubu ve talasemi grubu CD8S konsantrasyonlari.
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Sekil 4.4 Kontrol grubu ve talasemi grubu CD8US konsantrasyonlari.

Tablo 4.3 Kontrol grubu ve talasemi grubu lenfositlerinin uyarilan ve uyarilmayan olarak grup iginde

karsilastirilmasi.
Parametreler Talasemi major Kontrol grubu
(n:31) p degeri (n:27) p degeri
CDA4S/CD4Us 0,518 0,665
CD8S/CD8US 0,659 0,456
CD4+PD1+CAS3+S/CD4+PD1+CAS3+US 0,946 0,201
CD4+PD1+CAS3-S/CD4+PD1+CAS3-US 0,290 0,381
CD4+PD1-CAS3-S/CD4+PD1-CAS3-US 0,221 0,280
CD4+PD1-CAS3+S/CD4+PD1-CAS3+US 0,446 0,819
CD8+PD1+CAS3+S/CD8+PD1+CAS3+US 0,524 0,976
CD8+PD1+CAS3-S/CD8+PD1+CAS3-US 1 0,175
CD8+PD1-CAS3-S/CD8+PD1-CAS3-US 0,969 0,501
CD8+PD1-CAS3+S/CD8+PD1-CAS3+US 0,567 0,220

CD4+, T yardimci hiicreler; CD8+, T sitotoksik hiicreler; PD-1, Programlanmis hiicre 6liimii proteini;
CAS3, Kaspas-3;US, Stimiile edilmemig(ConA ile uyarilmamais); S, Stimiile edilmis(ConA ile uyarilmais).
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Sekil 4.5 Kontrol grubu ve talasemi grubunun flow sitometri gériintiileri. A. Talasemi major olgularmn T
lenfositleri, PBMC, T lenfositlerin bulundugu kapi; B. Kontrol grubunda yer alan olgularin T lenfositleri,
PBMC, T lenfositlerin bulundugu kapi; C. CD4+, T yardimei hiicreler; D. CD8+, T sitotoksik hiicreler; E.
PD-1, Programlanmig hiicre 6limii protein (APC-A) ve CAS3, Kaspas-3 (FITC-A) Talasemi major
olgularinda; F. PD-1, Programlanmis hiicre 6liimii protein (APC-A) ve CAS3, Kaspas-3 (FITC-A) kontrol
grubunda yer alan olgularda.

4.2 Korelasyonlar

4.2.1 Talasemi Major Grubundaki Bireylerde Goriilen Korelasyonlar

Hb konsantrasyonu ile hematokrit konsantrasyonu arasinda pozitif korelasyon
bulunmustur (r=0,784, p<0,001). Lokosit konsantrasyonu ile trombosit konsantrasyonu
arasinda pozitif korelasyon (r=0,531, p=0,002), nétrofil konsantrasyonu arasinda pozitif
korelasyon (r=0,942, p<0,001), lenfosit konsantrasyonu arasinda pozitif korelasyon
(r=0,754, p<0,001) bulunmustur. CD4S konsantrasyonu ile lenfosit konsantrasyonu
arasinda negatif korelasyon bulunmustur (r=-0,525, p=0,002). CD4US konsantrasyonu
ile eosinofil konsantrasyonu arasinda pozitif korelasyon bulunmustur (r=0,578,

p=0,001).

Talasemi hastalarinin CD4 S (uyarilmis olan) lenfositlerinin konsantrasyonlar1 ile CD4
US (uyarilmamis olan) lenfositlerinin konsantrasyonlar1 arasinda pozitif korelasyon

bulunmustur (r=0,578, p=0,001). CD4+PDI1+CAS3+S lenfosit konsantrasyonlar1 ile
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CD8+PD1+CAS3-S lenfosit konsantrasyonlari arasinda pozitif korelayon (r=0,547,
p=0,001), CD8+PD1-CAS3-S lenfositleri arasinda negatif korelasyon (r=-0,548,
p=0,001) bulunmustur. CD4+PDI1+CAS3+US lenfositlerinin konsantrasyonlari ile
CD8+PD1+CAS3+US lenfositlerinin konsantrasyonlar1 arasinda (r=0,551, p=0,001)
pozitif korelasyon bulunmustur. CD4+PD1+CAS3- S lenfositlerinin konsantrasyonu ile
CD4+PD1-CAS3- S lenfosit konsantrasyonu arasinda negatif (r=-0,937, p<0,001),
CD8+PD1+CAS3- S lenfositleri arasinda pozitif (r=0,690, p<0,001), CD8+PD1-CAS3-
S lenfositleri arasinda negatif korelasyon bulunmustur (r=-0,691 p<0,001).
CD4+PD1+CAS3- US lenfositlerinin konsantrasyonlar1 ile CD4+PD1-CAS3- US
lenfositlerinin konsantrasyonu arasinda negatif (r=-0,940, p<0,001), CD8+PD1+CAS3-
S lenfositleri ile pozitif korelasyon (r=0,546, p<0,001), CD8+PD1+CAS3- US
lenfositleri ile pozitif korelasyon (r=0,760, p<0,001), CD8+PD1-CAS3-S lenfositleri ile
negatif korelasyon (r=-0,551 p<0,001), CD8+PD1-CAS3- US lenfositleri ile negatif
korelasyon (r=-0,837, p<0,001) bulunmustur.

CD4+PD1-CAS3- S lenfositlerinin parametreleri ile CD4+PD1+CAS3- S lenfositlerinin
parametreleri arasinda negatif korelasyon (r=-0,937, p=<0,001), CD8+PD1+CAS3+S
lenfositlerinin  parametreleri arasinda negatif korelasyon (r=-0,495, p=0,005),
CD8+PD1+CAS3-S lenfositlerinin parametreleri arasinda negatif korelasyon (r=-0,677,
p<0,001), CD8+PD1-CAS3-S lenfositleri arasinda ise pozitif korelasyon bulunmustur
(r=0,727, p<0,001).

CD4+PD1-CAS3- US lenfositlerinin  parametreleri ile CD4+PD1+CAS3- US
lenfositlerinin parametreleri negatif korelasyon (r=-0,940, p<0,001), CD8+PD1+CAS3-
S lenfositlerinin  parametreleri  negatif  korelasyon  (r=-0,552, p=0,001),
CD8+PD1+CAS3-US lenfositlerinin  parametreleri negatif korelasyon (r=-0,777,
p<0,001), CD8+PD1-CAS3-S lenfositleri ile pozitif korelasyon (r=0,549, p=0,001),
CD8+PD1-CAS3-US lenfositleri ile pozitif korelasyon (r=0,837, p<0,001) bulunmustur.
CD8+PD1+CAS3+S lenfositlerinin parametreleri ile CD4+PD1-CAS3- S lenfositlerinin
parametreleri  negatif korelasyon (r=-0,495, p=0,005), CD8+PD1+CAS3- S
lenfositlerinin parametreleri pozitif korelasyon (r=0,586, p=0,001), CD8+PD1-CAS3-S

lenfositlerinin parametreleri negatif korelasyon (r=-0,698, p<0,001) bulunmustur.
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CD8+PD1+CAS3+US lenfositlerinin  parametreleri ile CD4+PD1+CAS3+ US

lenfositlerinin parametreleri pozitif korelasyon (r=0,551, p=0,001) bulunmustur.

CD8+PD1+CAS3- S lenfositlerinin parametreleri; CD4+PD1+CAS3+ S ile pozitif
(r=0,547, p=0,001) CD4+PD1+CAS3- S ile pozitif (r=0,690, p<0,001),
CD4+PD1+CAS3-US ile pozitif (r=0,546, p=0,001), CD4+PD1-CAS3-S ile negatif (r=-
0,677, p<0,001), CD4+PDI-CAS3- US ile negatif (r=-0,552, p=0,001),
CD8+PD1+CAS3+S ile pozitif (r=0,586, p=0,001), CD8+PD1-CAS3-S ile negatif (r=-
0,964, p<0,001), CD8+PD1-CAS3- US ile negatif (r=-0,707, p<0,001) korelasyonlar

bulunmustur.

CD8+PD1+CAS3-US lenfositlerinin  konsantrasyonu ile CD4+PD1+CAS3-US ile
pozitif (r=0,760, p<0,001), CD4+PD1-CAS3-US ile negatif (r=-0,777, p<0,001),
CD8+PD1-CAS3-US ile negatif (r=-0,843, p<0,001) korelasyonlar bulunmustur.
CD8+PD1-CAS3-S lenfosit konsantrasyonlart CD4+PD1+CAS3+S ile negatif
korelasyon (r=-0,548, p=0,001), CD4+PD1+CAS3-S ile negatif korelasyon (r=-0,691,
p<0,001), CD4+PD1+CAS3- US ile negatif korelasyon (r=-0,551, p=0,001), CD4+PD1-
CAS3-S ile pozitif korelasyon (r=0,727, p<0,001), CD4+PD1-CAS3- US ile pozitif
korelasyon (r=0,549, p=0,001), CD8+PD1+CAS3+ S ile negatif korelasyon (r=-0,695,
p<0,001), CD8+PD1+CAS3- S ile negatif korelasyon (r=-0,964, p<0,001), CD8+PD1-
CAS3-US ile pozitif korelasyon (r=0,686, p<0,001) bulunmustur.

CD8+PD1-CAS3-US lenfosit konsantrasyonlari; CD4+PD1-CAS3-S ile negatif
korelasyon (r=-0,837, p<0,001), CD4+PD1-CAS3-US ile negatif korelasyon (r=-0,837,
p<0,001), CD8+PDI1+CAS3-S ile negatif korelasyon (r=-0,707, p<0,001),
CD8+PD1+CAS3-US ile negatif korelasyon (r=-0,843, p<0,001), CD8+PD1-CAS3-S ile
pozitif korelasyon (r=0,686, p<0,001) bulunmustur.

4.2.2 Kontrol Grubundaki Bireylerde Goriilen Korelasyonlar

Kontrol grubundaki bireylerin CD4 S (uyarilmis olan) lenfositlerinin konsantrasyonlari
ile CD4 US (uyarilmamis olan) lenfositlerinin konsantrasyonlar1 arasinda pozitif
korelasyon bulunmustur (r=0,824, p<0,001). Kontrol grubundaki bireylerin CD8S

lenfositlerinin  konsantrasyonlar1 ile CD8US (uyarilmamis olan) lenfositlerinin
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konsantrasyonlar1 arasinda pozitif korelasyon bulunmustur (r=0,692, p<0,001).
CD4+PD1+CAS3+ S lenfositlerin konsantrasyonlar1 ile CD4+PD1+CAS3-S arasinda
pozitif (r=0,539, p=0,004), CD4+PD1-CAS3-S konsantrasyonlar1 arasinda negatif (r=-
0,590, p=0,001), CD8+PD1-CAS3-S konsantrasyonlar1 arasinda negatif (r=-0,526,
p=0,005) korelasyon bulunmustur.

CD4+PD1+CAS3+U S lenfositlerinin konsantrasyonlar1 ile CD4+PD1-CAS3-US
konsantrasyonlar1 arasinda negatif korelasyon bulunmustur (r=-0,682, p<0,001).
CD4+PD1+CAS3-S lenfositlerinin  konsantrasyonlar1 ile CD4+PD1+CAS3+S
konsantrasyonu ile pozitif (r=0,539, p=0,004), CD4+PD1+CAS3-US konsantrasyonu ile
pozitif (r=0,563, p=0,002), CD4+PD1-CAS3-S konsantrasyonu ile negatif (r=-0,934,
p<0,001), CD4+PDI1-CAS3-US konsantrasyonu ile negatif (r=-0,531, p=0,004),
CD8+PD1+CAS3-S konsantrasyonu ile pozitif (r=0,888, p<0,001), CD8+PD1+CAS3-
US konsantrasyonu ile pozitif (r=0,545, p=0,003), CD8+PD1-CAS3-S konsantrasyonu
ile negatif (r=-0,992, p<0,001), CD8+PD1-CAS3-US konsantrasyonu ile negatif (r=-
0,555, p=0,003) korelasyon bulunmustur.

CD4+PD1+CAS3-US lenfositlerinin  konsantrasyonlar1 ile CD4+PD1+CAS3-S
konsantrasyonu ile pozitif (r=0,561, p=0,002), CD4+PD1-CAS3-S konsantrasyonu ile
negatif (r=-0,484, p=0,011), CD4+PD1-CAS3-US konsantrasyonu ile negatif (r=-0,909,
p<0,001), CD8+PD1+CAS3-S konsantrasyonu ile pozitif (r=0,638, p<0,001),
CD8+PD1+CAS3-US konsantrasyonu ile pozitif (r=0,851, p<0,001), CD8+PD1-CAS3-
S konsantrasyonu ile negatif (r=-0,549, p=0,003), CD8+PD1-CAS3-US konsantrasyonu
ile negatif (r=-0,858, p<0,001) korelasyonlar bulunmustur. CD4+PD1-CAS3-S
lenfositlerinin konsantrasyonlari ile CD4+PD1+CAS3+S lenfositlerinin
konsantrasyonlar1 arasinda negatif (r=-0,599, p=0,001), CD4+PD1-CAS3-US
konsantrasyonlar1  arasinda  pozitif (r=0,502, p=0,008), CD8+PD1+CAS3-S
konsantrasyonlar1  arasinda negatif (r=-0,817, p<0,001), CD8+PDI1-CAS3-S
konsantrasyonlar1 arasinda negatif (r=-0,864, p<0,001) korelasyon bulunmustur.
CD4+PD1-CAS3-US lenfositlerinin ~ konsantrasyonlar1 ile CD4+PD1+CAS3+US
konsantrasyonlar1  arasinda negatif (r=-0,682, p<0,001), CD4+PDI1+CAS3-S
konsantrasyonlar1 arasinda negatif (r=-0,531, p=0,004), CD4+PD1+CAS3-US
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konsantrasyonlar1 arasinda  negatif (r=-0,909, p<0,001), CD8+PDI+CAS3-S
konsantrasyonlar1 arasinda negatif (r=-0,636, p<0,001), CD8+PDI+CAS3-US
konsantrasyonlar1 arasinda negatif (r=-0,740, p<0,001), CD8+PD1-CAS3-S
konsantrasyonlar1  arasinda  pozitif (r=0,556, p=0,003), CD8+PD1-CAS3-US

konsantrasyonlar1 arasinda pozitif (r=0,774, p<0,001) korelasyonlar bulunmustur.

CD8+PD1+CAS3+S  lenfositlerinin  konsantrasyonlar1 ile  CD8+PD1-CAS3-S
lenfositlerinin konsantrasyonlar1 arasinda negatif korelasyon bulunmustur (r=-0,569,
p=0,002). CD8+PD1+CAS3-S lenfositlerinin konsantrasyonlar1 ile CD4+PD1+CAS3-S
lenfositlerinin konsantrasyonlar1 arasinda pozitif (r=0,888, p<0,001), CD4+PD1+CAS3-
US lenfositlerinin konsantrasyonlar1 arasinda pozitif (r=0,638, p<0,001), CD4+PD1-
CAS3-S lenfositlerinin konsantrasyonlar1 arasinda negatif (r=-0,817, p<0,001),
CD4+PD1-CAS3-US lenfositlerinin  konsantrasyonlar1 arasinda negatif (r=-0,636,
p<0,001), CD8+PDI1+CAS3-US lenfositlerinin konsantrasyonlar1 arasinda pozitif
(r=0,696, p<0,001), CD8+PD1-CAS3-S Ilenfositlerinin konsantrasyonlar1 arasinda
negatif (r=-0,948, p<0,001), CD8+PDI1-CAS3-US lenfositlerinin konsantrasyonlar1
arasinda negatif (r=-0,700, p<0,001) korelasyonlar bulunmustur.

CD8+PD1+CAS3-US lenfositlerinin  konsantrasyonlar1 ile CD4+PD1+CAS3-S
lenfositlerinin konsantrasyonlar1 arasinda pozitif (r=0,545, p=0,003), CD4+PD1+CAS3-
US lenfositlerinin konsantrasyonlar1 arasinda pozitif (r=0,851, p<0,001), CD4+PDI-
CAS3-US lenfositlerinin konsantrasyonlar1 arasinda negatif (r=-0,740, p<0,001),
CD8+PD1+CAS3-S lenfositlerinin  konsantrasyonlar1 arasinda pozitif (r=0,696,
p<0,001), CD8+PDI1-CAS3-S lenfositlerinin konsantrasyonlar1 arasinda negatif (r=-
0,644, p<0,001), CD8+PD1-CAS3-US lenfositlerinin konsantrasyonlar1 arasinda negatif
(r=-0,976, p<0,001) korelasyonlar bulunmustur.
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5. TARTISMA

Enfeksiyoz komplikasyonlar, beta talasemi major hastalarda ikinci en yaygm Olim
nedenlerinden ve 6nemli bir morbidite nedeni olup prevalansi %12-13diir (Elsayh ve
ark., 2016). Talasemi major hastalarinda enfeksiyon etkenleri ¢ok fazladir. Hastaligin
kendisi, tekrarlanan kan nakli, splenektomi, asir1 demir yiiki, selasyon tedavisi, kandaki
allojenik antijenlere maruz kalma ve bagisiklik sistemindeki fonksiyon bozukluklari
baslica etkenlerdir (Kadam ve ark., 2014; Noulsri ve ark., 2014; Elsayh ve ark., 2016).
Talasemi hastalarinda hem humoral hem de hiicre aracili immiinitenin anormallikleri
bildirilmistir. Bu anormallikler kantitatif ve islevseldir ve bagisiklik sisteminin gok
sayida bilesenini igerir. Ornegin artan immiinoglobulin iiretimi, kompleman sisteminin
zayif etkinligi, opsonizasyon ve graniilosit fagositozunun azalmasi, ¢oklu transfiizyonlu
kan kaynakli enfeksiyonlar, birlikte varolan bagisiklik sistemi anormalliklerin ayrica bu
hastalarm duyarlihigini arttiran enfeksiyonlar bu bilesenler iginde sayilabilir (Kadam ve
ark., 2014; Noulsri ve ark., 2014). Bu ¢alismalarda, hastalarin immiinoglobulin iiretimi,
eksik aktivite kompleman sistemi, azalan opsonizasyon ve graniilosit fagositozu gibi
immiin ~ sisteminde artan anormallikler  genis bir  spektrum  gdstermistir
(Wanachiwanawin ve ark., 1993; Ahluwalia ve ark., 2000). T hiicresi gelisimi tamamen
CD4+ CD8+ T hiicrelerinin gelistigi timusta meydana gelir. Olgun CD4+ ve CD8+ T
hiicreleri daha sonra timustan ¢ikar ve sekonder lenfoid organlara girer. CD4+ ve CD8+
T hiicreleri, enfeksiyonlara karsi adaptif hiicresel immiin yanitin ana kismudir
(Nascimbeni ve ark., 2004; Noulsri ve ark., 2014; Waschbisch ve ark., 2014). Ayrica,
tekrarlanan transflizyonlar talasemi hastalarinda immiin dengesinin bozulmasma yol
acan siirekli bir allo-antijen stimiilasyonuna yol agar. Onceki arastirmalar fazla demirin,
monosit-makrofaj sisteminin baskilanmasi, CD8'i artiran T-lenfositlerinin alt
popiilasyonlarindaki degisimlerini, komplikasyon sisteminin iglevinin inhibe edilmesini
iceren immiinolojik fonksiyonlar {izerindeki olumsuz etkisini gostermistir (S. C. Wang
ve ark., 2003; Zahran ve ark., 2016). Talasemi major hastalarinda sik transfiizyonlar,
hemoglobinde degisikliklere ve transferrin bagli olmayan demirin (NTBI) artmasina
neden olur. Gelismis selasyon tedavilerine ragmen asir1 demir yiikiiniin, organ

yetmezligi, enfeksiyon, oksidatif stres ve kronik enflamasyon riski vardir. Bu da timor
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nekroz faktori a, interlokin (IL) 2, 10 ve pro- ve anti-enflamatuar protein seviyelerinin
yiikselmesine neden olur. C-reaktif protein (hsCRP) duyarliligimin yiiksek olmasi gibi
(Del Vecchio ve ark., 2002; P. B. Walter ve ark., 2008). Bu proteinler lokosit
proliferasyonunu ve apoptotik hiicre 6liimiinii dengeleyerek enfeksiyon ve doku hasarina
tepki ve ¢ozlime katkida bulunur. Talasemi hastalari, transflizyonlar, NTBI, selasyon ve
organ yaralanmasi ile kronik olarak immiino-stimiile edilir ve enflamasyonun
¢Oziiniirliigli olmadan kronik enflamatuar protein {iretimi vardir. Inflamatuar
bolgelerdeki immiin hiicrelerin kaliciligi veya eksikligi veya [B-talasemi hastalarinda
gozlenen kronik enflamasyonun gelismesi apoptotik  hiicre 6lim yolunun
diizensizliginden kaynaklanabilir (Scheel-Toellner ve ark., 2004). Ayrica, artan apopitoz
notrofil fonksiyonunu azaltir (Whyte ve ark., 1993) ve talasemi hastalarinda artmis
enfeksiyon riskine katkida bulunabilir. Talasemi hastalarinda ROS (malondialdehit,
MDA gibi) ve inflamasyon (CRP ve IL10 gibi) belirtegleri artmistir (P. B. Walter ve
ark., 2008). Asir1 demir yiikii 16kosit mitokondriyal disfonksiyonunu arttirir (P. B.
Walter ve ark., 2002) ve ayrica artan apoptotik mekanizmalara da neden olabilir (Ichii ve
ark., 2012). Biz de ¢alismamizda talasemi hastalarinin T lenfositlerindeki apopitozu ve
bu lenfositlerde ki PD-1 oranlarin1 saglikli kontrol grubu ile karsilastirdik. Talasemi
hastalarmin T lenfositleri ile kontrol grubundaki bireylerin lenfositleri arasinda bir fark
bulunamadi. Apopitoza giden T lenfosit dlglimleri de iki grupta farklilik gostermedi.
Ferritin 6l¢timleri sonucunda talasemi major tanili olgularin kontrol grubuna oranla

anlamli derecede yiiksek bulundu.

Naif T hiicreleri efektor hiicrelere farklilastiginda, aktivasyon gereksinimlerini degistirir.
Naif T hiicrelerinin aksine, efektér T hiicreleri tek basina TCR sinyali ile aktive
edilebilir (Dubey ve ark., 1996; Swain ve ark., 1996). Efektor T hiicreleri kolayca aktive
edilebildiginden, negatif diizenleyici sistemleri, ¢evresel toleransin korunmasinda hayati
rol oynar. Bununla birlikte, periferde efektér T hiicrelerinin istenmeyen veya asiri
aktivasyonunu Onleyen mekanizma hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir (Iwai ve ark.,
2003). CD28 ailesinin bir iiyesi olan PD-1, bagisiklik sisteminin negatif bir
diizenleyicisidir (Nishimura ve Honjo, 2001). PD-1, T hiicrelerinde, B hiicrelerinde ve
miyeloid hiicrelerinde in vitro aktivasyon iizerine indiiklenir (Agata ve ark., 1996) fakat

agirlikli olarak in vivo aktif T hiicrelerinde eksprese edilir (Iwai ve ark., 2002). Talasemi
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hastalarinda 6nemli bir sorun olan enfeksiydz komplikasyonlarin demir birikimine bagl
oldugu diisiiniilerek bir ¢ok c¢aligma yapilmis ancak olay dongiisiiniin mekanizmasi tam
anlamiyla aydinlatilamamistir. Biz de c¢alismamizda demir birikimine bagl olan
immiinolojik anormallikleri arastirirken T hiicre aktivasyonunu negatif yonde up-regiile
eden PD-1 molekiiliiniin talasemi hastalar1 ile saglikli bireyleri karsilastirip enfeksiyoz
komplikasyonlarinda ki roliinii aydinlatmak istedik. Literatiirde talasemi hastalarinda
PD-1 molekiiliiniin ¢alisildig1 bir arastirmaya rastlanmamistir. Bu sebeple ¢alismamiz
literatiirde ilk calisma olarak yerini alacaktir. Talasemi hastalarinin T lenfositlerindeki
PD-1 ve apopitozis oranlar1 ve bunlarinda kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli
bir fark bulunamamistir. Hasta sayimizin yetersiz ve yaslarmin homojenize olamamasi,
yada demir birikimi farkliliklar1 sonuglar1 etkilemis olabilir. Ayrica PD-1 molekiili
periferde ve dokularda daha farkli oranlarda da bulunabilir. Talasemi grubumuza
immiinolojik olarak farklilik gosterebilir diye splenektomi olmus bireyler dahil edilmedi.
Ancak, transflizyon sikligi veya demir birikimi farkliligi sonuglar1 etkilemis olabilir.
Talasemi major hastalarinda artmis 16kosit apopitozu bildiren ¢aligmalarin (P. B. Walter
ve ark., 2013) tersine ¢alismamizda Tm hastalarinda 16kosit apopitozu normal olarak ve
saglikli bireylerle ayn1 araliklarda bulundu. Baska bir ¢alismada talasemili hastalarda
demir selatorler olan defaroksamin ve deferipronun 16kosit sitokin {iretimini azalttigi
belirtilmistir (Del Vecchio ve ark., 2002). Yapilan bir ¢alismada splencktomi olan ve
olmayan talasemi hastalarmin T lenfosit alt kiimelerine bakilmis ve splenektomili
olgularda T lenfosit alt kiimeleri kontrol grubuna gore farklilik gosterirken splenektomi
yapilmayan olgularda anlamli bir fark bulunamamustir. (Pattanapanyasat ve ark., 2000).
Calismamiza splenektomi olmamis talasemili bireyler dahil edildi Kronik transfiisyonlu
talasemi hastalarinda CD8+ T hiicre sayilarmin arttigi CD4+/CD8+ T hiicre sayilarinin
azaldig1 bir ¢alismada bu immiin sistemdeki degisimlerin kan transfiisyonu miktar ile
ilgili olabilecegi belirtilmistir (Grady ve ark., 1985). Bizim g¢aligmamizda hem yeni
transfiisyona baslamis talasemi hastalar1 hemde kronik transfuse edilen talasemi hastalar1
dahil edilmistir. Calismamiz talasemi hastalarinin immiin sistem hiicrelerinde farklilik
bulunamayan diger ¢aligmalar1 destekler niteliktedir. Ancak, talasemi hastalarindaki
klinik heterojenite sonuglarda farklilik gosterebilir. Hem asir1 demir emilimi hem de

kronik kan transfiisyonu lenfositlerin dalak ve lenf diigiimlerinden dolasim havuzuna ve

35



bunun tersine regiilasyonu ve dagilimmi etkileyebilir. Ayrica kronik viral enfeksiyon,
demir selasyonu gibi faktorler de lenfosit gruplarini etkileyebilir. Bu durum, akis
sitometri (Flow Sitometri) oOl¢iimii yapilirken kapida yer almayan lenfositlerin
kontaminasyona ugradiginin bir gdstergesi olabilir. Talasemi hastalarinn T
lenfositlerindeki PD-1 inhibitor diizeyleri saglikli grubun PD-1 diizeyleri arasinda
farklilik bulunamadi. Ancak, talasemi major grubuna dahil edilen hastalarin yaslari,
toplam transflizyon sayilar1 arasinda farkliliklar bulunmasi c¢alisma sonuglarimizi
etkilemis olabilir. Bu ¢alisma i¢in daha homojen bir grup olusturulup calisma
detaylandirilabilir. Talasemi hastalarinda PD-1 diizeylerini 0lgtiikk, PD-1 aktivitesini
Olgmek icin ligandlarindan olan PD-L1’e bakilabilir. Periferde sayimi yapilan PD-1’in
demir birikimin fazla oldugu karaciger gibi dokularda dl¢iimleri yapilabilir. Bu sekilde
demir birikimi ile PD-1 iliskisi daha ayrintili olarak aydinlatilabilir. Asirt demir birikimi
bagisiklik fonksiyonunu baskiladigi gibi PD-1 fonksiyonunu da baskilayabilir, PD-1
fonksiyonunun belirtecleri olan sitokin ve ligandlar1 birlikte bakilabilinir. Yorgun CD8+
T hiicrleri IL-2 ve TNF-a iiretemez ve enfekte hiicreleri parcalayip yok edemez. CD8+ T
hiicreleri ile birlikte IL-2 ve TNF- a bakilabilinir. Bu sebeple daha ayrintili ¢aligmalar
yapilarak gelistirilebilir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu arastirmanin sonuglarini su sekilde 6zetleyebiliriz:

1. Talasemi grubunda yer alan bireyler ile talasemi major grubunda yer alan bireylerin
yaslar1 arasinda bir fark bulunamamustir.

2. Talasemi grubunda yer alan bireylerin hemoglobin degerleri, kontrol grubundakilerin
Hb degerlerinden daha diisiik bulunmustur.

3. Kontrol grubundaki bireylerin hematokrit, eritrosit degerleri TM tanili bireylerin
degerlerinden daha yiiksek bulunmustur.

4. Talasemi major tanili olgularin MCV degerleri kontrol grubuna gore daha diisiik
bulunmustur.

5. Talasemi major tanili olgularin luc%, luc, lenfosit, monosit% degerleri, kontrol
grubundaki bireylere oranla daha diisiik bulunmustur.

6. Caligmaya dahil edilen 2 grubunda hs-CRP diizeyleri normal araliklarda bulunmustur.
7. Talasemi major grubundakilerin ferritin degerleri kontrol grubundakilere oranla
anlaml derece de yiiksek bulunmustur.

8. Talasemi major grubundaki bireyler ile kontrol grubunda yer alan bireylerin
uyarilmamig olan CD4 ve CDS lenfosit ylizdeleri arasinda bir fark bulunamadi.

9. Talasemi major grubundaki bireyler ile kontrol grubunda yer alan bireylerin uyarilmis
olan CD4 ve CD8 lenfosit yiizdeleri arasinda bir fark bulunamadi.

10. Her iki gruptada goriilen active caspase-3 ifadesi yani apopitoza ugrayan T
lenfositleri arasinda herhangi bir fark bulunamada.

11. Tim gruplarin T lenfositlerindeki PD-1 antikoru olglimleri arasinda bir fark
bulunamadi.

12. Concanavalin A isimli mitojen ile uyarilan T lenfositleri ve uyarilmamis olan T
lenfositlerindeki apopitoz ve PD-1 antikorunun ifadesi grup i¢inde karsilastirilmis olup,

iki grup i¢inde de uyarilan ve uyarilmayan T lenfositleri arasinda fark bulunamamusti

Talasemi Hastalarinda Goériilen Korelasyonlar
1. Hb konsantrasyonu ile hematokrit konsantrasyonu arasinda pozitif korelasyon

bulunmustur.
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2. Lokosit konsantrasyonu ile trombosit konsantrasyonu arasinda pozitif korelasyon,
notrofil konsantrasyonu arasinda pozitif korelasyon, lenfosit konsantrasyonu arasinda

pozitif korelasyon bulunmustur.

3. CD4S konsantrasyonu ile lenfosit konsantrasyonu arasinda negatif korelasyon

bulunmustur.

4. CD4US konsantrasyonu ile eosinofil konsantrasyonu arasinda pozitif korelasyon

bulunmustur.

5. Talasemi hastalarmin CD4 S (uyarilmis olan) lenfositlerinin konsantrasyonlar1 ile
CD4 US (uyarilmamis olan) lenfositlerinin konsantrasyonlar1 arasinda pozitif korelasyon
bulunmustur.

6. CD4+PDI1+CAS3+S lenfosit konsantrasyonlar1 ile CD8+PD1+CAS3-S lenfosit
konsantrasyonlar1 arasinda pozitif korelayon, CD8+PD1-CAS3-S lenfositleri arasinda
negatif korelasyon bulunmustur.

7. CD4+PD1+CAS3+US lenfositlerinin konsantrasyonlar1 ile CD8+PD1+CAS3+US
lenfositlerinin konsantrasyonlari arasinda pozitif korelasyon bulunmustur.

8. CD4+PD1+CAS3- S lenfositlerinin konsantrasyonu ile CD4+PD1-CAS3- S lenfosit
konsantrasyonu arasinda negatif, CD8+PD1+CAS3- S lenfositleri arasinda pozitif,
CD8+PD1-CAS3-S lenfositleri arasinda negatif korelasyon bulunmustur.

9. CD4+PD1+CAS3- US lenfositlerinin konsantrasyonlar1 ile CD4+PD1-CAS3- US
lenfositlerinin konsantrasyonu arasinda negatif, CD8+PD1+CAS3- S lenfositleri ile
pozitif korelasyon, CD8+PD1+CAS3- US lenfositleri ile pozitif korelasyon, CD8+PD1-
CAS3-S lenfositleri ile negatif korelasyon, CD8+PD1-CAS3- US lenfositleri ile negatif
korelasyon bulunmustur.

10. CD4+PD1-CAS3- S lenfositlerinin parametreleri ile CD4+PD1+CAS3- S
lenfositlerinin  parametreleri arasinda negatif korelasyon, CD8+PD1+CAS3+S
lenfositlerinin  parametreleri arasinda negatif korelasyon, CD8+PDI+CAS3-S
lenfositlerinin parametreleri arasinda negatif korelasyon, CD8+PD1-CAS3-S lenfositleri
arasinda ise pozitif korelasyon bulunmustur.

11. CD4+PD1-CAS3- US lenfositlerinin parametreleri ile CD4+PD1+CAS3- US

lenfositlerinin parametreleri negatif korelasyon, CD8+PD1+CAS3- S lenfositlerinin
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parametreleri negatif korelasyon, CD8+PD1+CAS3-US Ilenfositlerinin parametreleri
negatif korelasyon, CD8+PD1-CAS3-S lenfositleri ile pozitif korelasyon, CD8+PD1-
CAS3-US lenfositleri ile pozitif korelasyon bulunmustur.

12. CD8+PD1+CAS3+S lenfositlerinin parametreleri ile CD4+PD1-CAS3- S
lenfositlerinin parametreleri negatif korelasyon, CD8+PD1+CAS3- S lenfositlerinin
parametreleri pozitif korelasyon, CD8+PD1-CAS3-S lenfositlerinin parametreleri
negatif korelasyon bulunmustur.

13. CD8+PD1+CAS3+US lenfositlerinin parametreleri ile CD4+PD1+CAS3+ US
lenfositlerinin parametreleri pozitif korelasyon bulunmustur.

14. CD8+PD1+CAS3- S lenfositlerinin parametreleri; CD4+PD1+CAS3+ S ile pozitif,
CD4+PD1+CAS3- S ile pozitif, CD4+PD1+CAS3-US ile pozitif, CD4+PD1-CAS3-S ile
negatif, CD4+PD1-CAS3- US ile negatif, CD8+PD1+CAS3+S ile pozitif, CD8+PD1-
CAS3-S ile negatif, CD8+PD1-CAS3- US ile negatif korelasyonlar bulunmustur.

15. CD8+PD1+CAS3-US lenfositlerinin konsantrasyonu ile CD4+PD1+CAS3-US ile
pozitif, CD4+PD1-CAS3-US ile negatif, CD8+PD1-CAS3-US ile negatif korelasyonlar
bulunmustur.

16. CD8+PD1-CAS3-S lenfosit konsantrasyonlar1 CD4+PD1+CAS3+S ile negatif
korelasyon, CD4+PD1+CAS3-S ile negatif korelasyon, CD4+PD1+CAS3- US ile
negatif korelasyon, CD4+PD1-CAS3-S ile pozitif korelasyon, CD4+PD1-CAS3- US ile
pozitif korelasyon, CD8+PD1+CAS3+ S ile negatif korelasyon, CD8+PD1+CAS3- S ile
negatif korelasyon, CD8+PD1-CAS3-US ile pozitif korelasyon bulunmustur.

17. CD8+PD1-CAS3-US lenfosit konsantrasyonlari; CD4+PD1-CAS3-S ile negatif
korelasyon, CD4+PD1-CAS3-US ile negatif korelasyon, CD8+PD1+CAS3-S ile negatif
korelasyon, CD8+PD1+CAS3-US ile negatif korelasyon, CD8+PD1-CAS3-S ile pozitif

korelasyon bulunmustur.

Kontrol Grubunda Goriilen Korelasyonlar
1. Kontrol grubundaki bireylerin CD4 S (uyarilmis olan) lenfositlerinin
konsantrasyonlar1 ile CD4 US (uyarilmamis olan) lenfositlerinin konsantrasyonlari

arasinda pozitif korelasyon bulunmustur.
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2. Kontrol grubundaki bireylerin CD8S lenfositlerinin konsantrasyonlar1 ile CD8US
(uyarilmamis olan) lenfositlerinin konsantrasyonlar1 arasinda pozitif korelasyon
bulunmustur.

4. CD4+PD1+CAS3+ S lenfositlerin konsantrasyonlar1 ile CD4+PD1+CAS3-S arasinda
pozitif, CD4+PD1-CAS3-S konsantrasyonlar1 arasinda negatif, CD8+PD1-CAS3-S
konsantrasyonlar1 arasinda negatif korelasyon bulunmustur.

5. CD4+PD1+CAS3+U S lenfositlerinin konsantrasyonlar1 ile CD4+PD1-CAS3-US
konsantrasyonlar1 arasinda negatif korelasyon bulunmustur.

6. CD4+PD1+CAS3-S lenfositlerinin konsantrasyonlar1 ile CD4+PD1+CAS3+S
konsantrasyonu ile pozitif, CD4+PD1+CAS3-US konsantrasyonu ile pozitif, CD4+PD1-
CAS3-S konsantrasyonu ile negatif, CD4+PD1-CAS3-US konsantrasyonu ile negatif,
CD8+PD1+CAS3-S konsantrasyonu ile pozitif, CD8+PD1+CAS3-US konsantrasyonu
ile pozitif, CD8+PD1-CAS3-S konsantrasyonu ile negatif, CD8+PD1-CAS3-US
konsantrasyonu ile negatif korelasyon bulunmustur.

7. CD4+PD1+CAS3-US Ienfositlerinin konsantrasyonlar1 ile CD4+PD1+CAS3-S
konsantrasyonu ile pozitif, CD4+PD1-CAS3-S konsantrasyonu ile negatif, CD4+PD1-
CAS3-US konsantrasyonu ile negatif, CD8+PD1+CAS3-S konsantrasyonu ile pozitif,
CD8+PD1+CAS3-US konsantrasyonu ile pozitif, CD8+PD1-CAS3-S konsantrasyonu
ile negatif, CD8+PD1-CAS3-US konsantrasyonu ile negatif korelasyonlar bulunmustur.
8. CD4+PD1-CAS3-S lenfositlerinin konsantrasyonlar1 ile CD4+PD1+CAS3+S
lenfositlerinin konsantrasyonlari arasinda negatif, CD4+PD1-CAS3-US
konsantrasyonlar1 arasinda pozitif, CD8+PD1+CAS3-S konsantrasyonlar1 arasinda
negatif, CD8+PD1-CAS3-S konsantrasyonlar1 arasinda negatif korelasyon bulunmustur.
9. CD4+PD1-CAS3-US lenfositlerinin konsantrasyonlari ile CD4+PD1+CAS3+US
konsantrasyonlar1 arasinda negatif, CD4+PD1+CAS3-S konsantrasyonlar1 arasinda
negatif, CD4+PD1+CAS3-US konsantrasyonlar1 arasinda negatif, CD8+PD1+CAS3-S
konsantrasyonlar1 arasinda negatif, CD8+PD1+CAS3-US konsantrasyonlar1 arasinda
negatif, CD8+PD1-CAS3-S konsantrasyonlar1 arasinda pozitif, CD8+PD1-CAS3-US
konsantrasyonlar1 arasinda pozitif korelasyonlar bulunmustur.

10. CD8+PD1+CAS3+S lenfositlerinin konsantrasyonlar: ile CD8+PD1-CAS3-S

lenfositlerinin konsantrasyonlar1 arasinda negatif korelasyon bulunmustur.
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11. CD8+PD1+CAS3-S Ienfositlerinin konsantrasyonlar1 ile CD4+PD1+CAS3-S
lenfositlerinin konsantrasyonlar1 arasinda pozitif, CD4+PD1+CAS3-US lenfositlerinin
konsantrasyonlar1 arasinda pozitif, CD4+PD1-CAS3-S lenfositlerinin konsantrasyonlari
arasinda negatif, CD4+PD1-CAS3-US lenfositlerinin konsantrasyonlar1 arasinda negatif,
CD8+PD1+CAS3-US lenfositlerinin konsantrasyonlar1 arasinda pozitif, CD8+PD1-
CAS3-S lenfositlerinin  konsantrasyonlar1 arasinda negatif, CD8+PD1-CAS3-US
lenfositlerinin konsantrasyonlar1 arasinda negatif korelasyonlar bulunmustur.

12. CD8+PD1+CAS3-US lenfositlerinin konsantrasyonlar1 ile CD4+PD1+CAS3-S
lenfositlerinin konsantrasyonlar1 arasinda pozitif, CD4+PD1+CAS3-US lenfositlerinin
konsantrasyonlari arasinda pozitif, CD4+PD1-CAS3-US lenfositlerinin
konsantrasyonlar1 arasinda negatif, CD8+PD1+CAS3-S lenfositlerinin konsantrasyonlar1
arasinda pozitif, CD8+PD1-CAS3-S lenfositlerinin konsantrasyonlar1 arasinda negatif,
CD8+PD1-CAS3-US lenfositlerinin konsantrasyonlar1 arasinda negatif korelasyonlar

bulunmustur.

Bu ¢aligmanin sonuglarina gére 6nerilerimiz;

1. Talasemi hastalarmin T lenfositlerindeki PD-1 inhibitér diizeyleri saglikli grubun
PD-1 diizeyleri arasinda farklilik bulunamadi. Ancak, talasemi major grubuna dabhil
edilen hastalarin yaslari, toplam transfiizyon sayilar1 arasinda farkliliklar bulunmasi
calisma sonuglarimizi etkilemis olabilir. Bu ¢alisma i¢in daha homojen bir grup

olusturulup ¢aligma detaylandirilabilir.

2. Talasemi hastalarinda PD-1 diizeylerini Olgtiik, PD-1 aktivitesini 6lgmek igin
ligandlarindan olan PD-L1’e bakilabilir.

3. Periferde sayimi yapilan PD-1’in demir birikimin fazla oldugu karaciger gibi
dokularda olgtimleri yapilabilir. Bu sekilde demir birikimi ile PD-1 iliskisi daha
ayrmtil olarak aydinlatilabilir.

4. Asirt demir birikimi bagigiklik fonksiyonunu baskiladigi gibi PD-1 fonksiyonunu da
baskilayabilir, PD-1 fonksiyonunun belirtegleri olan sitokin ve ligandlar1 birlikte
bakilabilinir.

5. Yorgun CD8+ T hiicrleri IL-2 ve TNF-a iiretemez ve enfekte hiicreleri parcalayip
yok edemez. CD8+ T hiicreleri ile birlikte IL-2 ve TNF- o bakilabilinir.
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