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KISALTMALAR

‘hemodiyaliz

:son donem bobrek yetmezlIigi

:end stage renal disease

:T helper (yardimci T hucreleri)

:T supressor/sitotoksik (baskilayici T hicreleri)
: dog@al oldurucu hucreler (natural killer)
: Kidney Disease Outcomes Quality Initiative
> interferon gamma

sinterlokin

:demir sukroz

:demir dekstran

:serum fizyolojik

: transferrin/transferrin reseptor

:tumor necrosis factor-alpha

:major histocompatibility complex

: inter-cellular adhesion molecule-1
:edinsel bagisiklik

:edinsel bagisiklik sistemi

:dogal bagisiklik sistemi

:eritropoietin

:sistemik lupus eritematozus

‘hepatit B virlis

:T hiicre algaci

: periferik kan mononukler hicre kaltird
> antijen sunan hicre

: lenfosit fonksiyon antijeni
‘parathormon

:transforming growth factor

‘hepatit C virus

‘human immunodeficiency virus



CD3:

CD4:

CDS:

CD25:

RT1B:

CDA45RA:

CD161a:

CD11b:

Periferal ve timosit T lenfositleri Uzerinde bulunan T hiicre reseptériyle
ilgili CD3 hucre yuzey antijeni ile etkilesmektedir [1, 2]. Genel T hicre
belirtecidir.

Timosit, gogu T helper hucreleri igceren olgun T lenfositler, monositler,
makrofajlar ve bazi dendritik hicreler Uzerindeki CD4 antijeniyle
etkilesmektedir [1, 2].

Cogu T suppressor/sitotoksik hicreleri iceren olgun T lenfositlerin bir alt
grubu ve c¢ogu timositlerin ylzeyinde bulunan CD8 farklilagsma
antijenidir [1, 3].

T lenfoblastlar ile timik ve splenik dendritik hicrelerdeki IL-2
reseptorinin alfa-zinciriyle etkilesmektedir. Aktive T lenfositleri yansitir
[4].

Sican MHC 1l antijenlerinin degismeyen baglaglari ile etkilesmektedir
[5]. Antijen sunan hicreleri yansitir.

Sadece B lenfositler Gizerinde bulunan CD45’in yiuksek molekul agirhkli
bir formuyla etkilegir [6].

Butin dogal olduract (NK) hicreler ile T lenfositlerin kigik bir alt grubu
tzerinde salinmaktadir [7].

Notrofiller ve miyeloid hiicre belirtecidir [8].
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OZET

DEMIR SUKROZ VE DEMIR DEKSTRAN’IN SICANLARDA PERIFERIK KANDA
LENFOSIT DAGILIM VE iSLEVLERI UZERINE OLAN ETKILERININ
KARSILASTIRILMASI

Mehmet Sert

Dokuz Eylul Universitesi Tip Fakiiltesi

ic Hastaliklar1 A.D. Nefroloji B.D

Yazigma Adresi: DEUTF i¢ Hastaliklari A.D Nefroloji B.D Balgova/ iZMIiR

Elektronik posta: mehmet.sert@deu.edu.tr

Girig: Son donem bdbrek yetmezliginde (SDBY) immun sistem bozukluklari geligtigi
ve bunun sonucunda enfeksiyonlara yatkinhgin arttigr bilinmektedir. Hemodiyaliz
(HD) hastalarindaki 6lumlerin yaklasik %16’s1 enfeksiyonlara bagh gelisir ve kalp
damar hastaliklarindan sonra en sik ikinci 6lim nedenidir. SDBY’li hastalarda
aneminin tedavisinde sik¢a kullanilan demirin enfeksiyona yatkinhgr arttiran
nedenlerden biri oldugu bildiriimektedir. Demirin hem dogal bagigiklik sistemi hem
de edinsel bagisiklik sistemi Uzerine olumsuz etkileri oldugunu bildiren c¢alismalar
vardir. Demir yuklemesinin notrofillerin kemotaksisini, fagositoz ve hicre i¢i 6ldirme
kapasitesini azalttigi ve makrofaj islev neden oldugu bildirilmigtir. Ayrica demir
kullanimi yardimei T lenfositlerin (CD4") sayisini azaltarak, baskilayici T lenfositlerin
(CD8") sayisini arttirarak ve yardimci T lenfosit 1 yolagini baskilayarak hucresel
immuniteyi zayiflatmaktadir. Ancak literatiirde sik olarak kullanilan demir siikroz ve
demir dekstran gibi demir preparatlarinin lenfosit dagilimmna olan etkilerini
karsilastiran bir calisma yoktur.

Amag: Demir stikroz ve demir dekstran’in sicanlarda periferik kanda lenfosit dagilimi
ve islevleri Uzerine olan etkilerinin kargilastirimasidir.

Gereg ve YOontem: Calismaya 18 Wistar albino sigcan alindi. Sigcanlar 3 gruba ayrildi:
Grup 1: serum fizyolojik grubu (SF), Grup 2: demir siikroz grubu (DS), Grup 3: demir
dekstran grubu (DD). Tum gruplardan calisma o6ncesi periferik kan ornekleri alindi.
0.saatte SF grubuna serum fizyolojik 1 ml/kg, DS grubuna demir siikroz 10 mg/kg ve
DD grubuna demir dekstran 10 mg/kg intravendz yolla verildikten sonra 3, 6 ve 24.

saatlerde yeniden periferik kan drnekleri alindi.
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Bulgular: DS uygulanan grupta DD ve SF verilen gruplarla karsilagtirildiginda T
helper lenfositlerin yizdesinde 3, 6 ve 24. saatte anlamli bir disme saptandi. T
sitotoksik lenfosit ylzdesinde 6 ve 24. saatte DS grubunda SF grubuna gore anlamli
artis saptandi. DS grubu ile DD grubu arasinda T sitotoksik lenfosit yiuzdesi
acisindan farklilik saptanmadi. CD4/CD8 oraninda yine DS grubunda 3, 6 ve 24.
saatte SF ve DD grubuna gore anlaml digme saptandi. DS grubu icinde aktive T
lenfosit yuzdesi (CD3"/CD25%) 3, 6 ve 24. saatlerde; DD grubu icinde ise 6. ve 24.
saatlerde anlamli digsme saptandi. DS grubu ile SF grubu karsilastinidiginda aktive T
lenfosit yiizdesi (CD3"/CD25%) 3, 6 ve 24. Saatlerde; DD grubu ile kargilagtiriidiginda
ise 24. saatte anlaml sekilde dusiuk bulundu. DS grubunda antijen sunan htcre
yuzdesi SF grubuna gore 6 ve 24. saatlerde DD grubuna gore de 24. saatte anlamli
olarak duguk bulundu. DS grubunda B lenfosit ylzdesinin 6. saatte DD ve SF
grubuna gore anlamli gekilde azaldi§i goérildi. DS grubunda 3. saatte IFN-y
seviyesinde DD ve SF gruplarina gore anlaml azalma oldugu gdsterilmistir. DS
grubunda DD ve SF grubuna gore daha yuksek demir ve transferrin satiirasyonu
saptanmistir.
Sonug: Saglkli sicanlarda yapilan bu g¢alisma sonucunda demir siikrozun demir
dekstrana gore yardimci T lenfositleri, aktive T lenfositleri, antijen sunan htcreleri, B
lenfositleri ve interferon gamay azaltarak; baskilayici T lenfositleri arttirarak lenfosit
dagihmini olumsuz etkiledigi saptanmgtir.

Bu bulgular 1sidinda demir sukrozun demir dekstranla karsilastirildiginda
periferik kanda lenfosit dagihmi ve islevleri tGzerine daha fazla olumsuz etkilerinin
oldugu sonucu ¢ikarilabilir.

Anahtar kelimler: demir siikroz, demir dekstran, lenfosit dagilimi, immunite
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ABSTRACT

THE COMPARISON OF EFFECTS OF IRON SUCROSE AND IRON DEXTRAN ON
THE DISTRIBUTION AND FUNCTION OF PERIPHERAL LYMPHOCYTES IN
RATS

Introduction: It is well-known that end stage renal failure (ESRD) is associated with
immunocompromisation that leads to increased tendency to infections. Infections is
the second leading cause of mortality (16%) in hemodialysis patients after
cardiovascular diseases. It has been reported that iron frequently used in the
treatment of anemia in ESRD patients is one of the reasons that increase tendency to
infections. There are studies that reveal the negative effects of iron on both innate
and acquired immune systems. In the studies it was shown that iron load caused
impairment of neutrophilic chemotaxis, phagocytosis, and intracellular killing capacity,
and leads to dysfunction of macrophages. Also iron use attenuates cellular immunity
by decreasing the number of T helper lymphoccytes (CD4+), increasing T
suppressor lymphocytes (CD8+), and suppressing the pathway of T helper 1
lymphocytes. Yet there is no evidence about comparison of effects of different iron
preparations as well as iron sucrose and iron dextran which frequently used in clinic
on the distribution of lymphocytes in the literature

Background: The comparison of effects of iron sucrose and iron dextran on the
distribution and function of peripheral lymphocytes in rats.

Material and method: The study included 18 Wistar albino rats. Rats were divided
into three groups; group 1: control group ( saline group, SF), group 2: iron sucrose
group (DS), and group 3: iron dextrane group (DD). Pheripheral blood samples were
drawn from all groups before study. SF group was given normal saline as 1 ml/kg, DS
group was given iron sucruose in dosage of 10 mg/kg, and DD group recived iron
dextrane as 10 mg/kg intravenously at hour 0, and then blood samples were drawn
again at hours 3, 6, and 24.

Results: In comparison with SF and DD groups, DS group revealed significant
decrease in the percentage of T helper lymphocytes at 3, 6, and 24 hours. The
percentage of T suppressor lymphocytes in DS group showed significant increase at
6 and 24 hours when compared to SF group. There was no difference between DS
group and DD group in terms of percentage of T suppressor lymphocytes. The ratio

of CD4 to CD8 in DS group was significantly low compared to both SF and DD
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groups in all hours. Activated T lymphocyte( CD3+/CD25+) percentage was
significantly decreased in DS group at 3,6, and 24 hours against SF and DD groups.
The percentage of antigen presentig cells (RT1B) in DD group was higher than that
of DS group at 24-hour. In comparison with DS and SF groups, DS group revealed
significant decrease in the percentage of antigen presenting cells at 6 and 24 hours.
B lymphocyte percentage at 6-hour, and the level of IFN-y at 3-hour in DS group
were significantly low compared to other groups. We detected higher iron and
transferrin saturation levels in DS group than others.

Conclusion: In this study conducted in healty rats, iron sucrose, compared to iron
dextran, had a negative effect on distribution of lymphocytes by decreasing T helper
and activated T cells, antigen presenting cells and B lymphocytes, and increasing T
suppressor cells. Studies are needed to do in those with renal failure.

Key words: iron sucrose, iron dextran, distribution of lymphocytes, immunity
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Demir Suikroz ve Demir Dekstran’in Siganlarda Periferik Kanda Lenfosit Dagilim

ve iglevleri Uzerine Olan Etkilerinin Kargilagtiriimasi

Girig ve Amag: Son donem bobrek yetmezligi (SDBY) bulunan hastalarda 6lum riski
normal topluma gore 100-300 kat daha fazladir. Hemodiyaliz (HD) hastalari arasinda
en sik 6lim nedeni kalp damar hastaliklari ve enfeksiyonlardir. HD hastalarinda yillik
Olum orani %10,6-20°dir [9]. HD hastalarinda immiin sistemde yer alan htcrelerin
islevlerinde ve hiicreler arasi etkilesimde bozukluk tanimlanmistir.

HD hastalarinda yapilan ¢aligsmalarda notrofillerin kemotaksi, fagositoz ve
bakterisidal aktiviteleri azaldigi gosterilmistir [10-12].

Protein yapisinda antijen iceren asilara antikor cevabi igin gerekli olan T
lenfosit islevinin HD hastalarinda bozuklugu 6zellikle hepatit B viris (HBV)
asilamasina yanitin [13-19] neden olmaktadir.

HD hastalarinda T lenfositler ve makrofajlar arasindaki etkilesim bozulmustur
ve bunun sonucunda HD hastalarinda aktif tiberkiloz riski 7-25 kat artmig
bulunmustur [20-23]. Ayrica HD hastalarinda tuberkilin cilt testi (PPD) yaniti da
azalmistir [24].

HD hastalarinda uyarilmis T lenfosit cogalmasi azalmistir. Sadece T hicre
alga¢ (TCR) aracih uyariima ile salinan interlokin 2 (IL-2) ve interferon gammanin
IFN-y mRNA duizeyleri azalmistir. T lenfosit aktivasyonunda antijen sunan hicre
(APC) bagimli uyarida azalma oldugu oldugu gosterilmistir [25]. Bu APC iglev
bozuklugu T lenfositlere antijen sunumundan veya reseptor sinyalinde azalmadan
kaynaklanabilir. Uremik ortamda CD4 T lenfositlerin TCR yogunlugunun %40 azalttig
gosterilmistir [26-28]. T lenfositlerle APC veya hedef hiicre arasindaki ilk etkilesimde
onemli rol oynarlar adezyon molekullerinden monositlerin ylzeyindeki interseltler
adezyon molekili-1 (ICAM-1) azalmig iken lenfosit fonksiyon antijeni-1 (LFA-1)
yogunlugu artmistir [26]. T lenfosit aktivasyonunun gerceklesmesi icin iki uyari
gereklidir. Birinci uyari; antijen 6zgin ( TCR ile MHC kompleksi arasindaki etkilesimi
gerektirir) ikinci uyari; reseptor etkilesimi (APC’lerin ylzeyinde yer alan CD80/CD86
ile T lenfositlerin ylzeyinde yer alan CD28 arasindaki etkilesimi gerektirir) ile olugur.
ikinci uyari eksikliginde T lenfositler anerjik olur veya apoptozise gider [29]. HD
hastalarindan alinan T lenfosit kdlturine saghkli bireylerden alinan monositler
eklendiginde T lenfosit ¢cogalmasinin duzeldigi gozlenmigtir [30]. HD hastalarinda

akim sitometri ¢caligmalari ile monosit CD86 salinimininin azaldigi gosterilmigtir.
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CD4 Th’lerin (ThO) aktivasyonunu Thl veya Th2 lenfositlerin faklilagmasi izler.
Thl lenfositler IFN-y sentezleyerek CD8 T lenfositleri ve makrofajlari aktif hale
getirerek edinsel bagisiklik sistemi (EBS)’'nin seltler kolunu baskin hale getirir. Th2
lenfositler esas olarak IL-4 sentezleyerek B lenfositleri aktif hale getirerek EBS’nin
humoral kolunu aktif hale getirirler [31]. HD hastalarinda IL-2 Gretiminin digmesi hem
Th1l hem de Th2 farklilagsmasini azaltarak her iki kolu da baskilar [32, 33].

Anemi son donem bobrek yetmezligi (SDBY) bulunan hastalarda mortalite ve
morbiditenin 6nemli nedenlerinden biridir [34]. SDBY’li hastalarda aneminin en sik
nedeni demir ve eritropoietin eksikligidir. SDBY’li hastalarda demir eksikligi birgok
nedene bagll gelisebilir ve intravendz demir kullanimi bu hastalarda aneminin
tedavisi icin tercih edilen yoldur. Ancak demir kullaniminin HD hastalarinda
enfeksiyona yatkinlik yaratan nedenlerden biri oldugu dusunilmektedir. Demir ile
immun sistemde bozukluklar gelistigi ve bunlarin sonucunda enfeksiyonlara egilim
oldugu bilinmektedir.

Demirin hem dogal bagisiklik sistemi hem de edinsel bagigiklik sistemi tzerine
olumsuz etkileri oldugunu bildiren ¢alismalar vardir. Demir yiklemesinin notrofillerin
kemotaksisini, fagositoz ve hicre i¢i 6ldirme kapasitesini azalttigi, makrofaj iglev
bozukluklarina (antijen sunumunda azalma, alga¢ sayisinda azalma) neden oldugu
bildiriimistir. Ayrica demir kullanimi T helper lenfositlerin (CD4") sayisini azaltarak, T
supressor lenfositlerin (CD8") sayisini arttirarak ve T helper 1 yolagini baskilayarak
hicresel immaniteyi zayiflatmaktadir.

Th alt gruplarinin da demire cevabi farklilik gostermektedir. Th lenfositlerinin iyi
bilinen tg alt grubu vardir ve her biri farkl, kendine 6zgu sitokin sentezleyerek farkl
immun iglevler gorurler. Th-1 lenfositler, IFN-y ve TNF-f gibi sitokinler salgilar ve
makrofajlari aktive ederek TNF-a, IL-1 veya IL-6 gibi proinflamatuvar sitokinlerin
olusumuna katkida bulunurlar. Th-1 lenfositler ayrica sistotoksik T lenfositleri aktive
ederler. Th-2 lenfositler IL-4, IL-5, IL-9 ve IL-13 gibi sitokinler sentezleyerek makrofaj
iglevlerini baskilar ve antiinflamatuvar etki olugtururlar. Th-2 lenfositler ayrica alerjik
reaksiyonlara katilan hucreleri aktive ederler. Th-3 lenfositler IL-10 ve TGF- B gibi
sitokinler sentezleyerek tim immiin cevabi baskilarlar [35]. Th-1 lenfositler demir
yuklemesine en duyarli olanlardir (97).Demir ek olarak; Th-1/Th-2 dengesini de
etkilemektedir. Demir, Th-1 yanitini zayiflatir ve Th-2 yanitini arttinir. Bu; enfeksiyon
ve timor olgularinda istenmeyen bir durumdur [36, 37]. Siganlarda in vitro demir

sitrat yuklemesi sonrasinda CD4 ve CD2 lenfositlerde azalma, toplam lenfosit
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sayisinin  degismedigi ve CD4/CD8 oraninda azalma gosterilmistir. CD4
lenfositlerdeki azalmanin en fazla 12. saatte oldugu 48. saatte ise eski duzeyine
geldigi tespit edilmistir [38]. Siganlarda u¢ hafta sure ile gunlik 1,5 mg/kg demir
dekstran'in intramuskuiler uygulandigi bir galisma sonucunda lenfosit gogalmasinda
azalma oldugu gosterilmistir [39].

Demir yiklemesinin demir dekstran ile yapildigi calismalarda makrofajlarin
Legionella, Ehrlichia, Candida ve virisler gibi hicre i¢i patojenleri 6ldirme
yeteneklerini kaybettikleri in vivo ve in vitro ¢calismalarda gosterilmigtir [40, 41]. Bunun
nedeni demir fazlaliginda makrofajlarin enfeksiyon etkenleri ve timor hucreleri ile
mucadelesi igcin gerekli olan effektor bir molekdl olan nitrik oksit olusumunun
azalmasidir. Demir ayrica induklenebilir nitrik oksit sentazin transkripsiyonunu bloke
etmektedir [42, 43].

Yedi hafta sureyle agiz yoluyla demir yiiklemesi (3000 veya 5000 mg/kg/gun)
yapilan farelerde INF-y dizeyinde disme ve gecikmig tip hipersensitivite
reaksiyonunda belirgin azalma gdzlenmistir. Demir yuklemesi yapilan fareler disuk
demir iceren diyete (7 mg/kg/gun) gectiklerinde ise INF-y dizeyinde artma ve
gecikmis tip hipersensitivite reaksiyonunda diizelme gdzlenmistir [44].

Hemokromatozisli hastalarda makrofajlarda IFN-y aracili  yolaklarin
baskilanarak; proinflamatuvar sitokin olan TNF-a saliniminda, MHC Il antijenlerinin
ve ICAM-1in ekspresyonunda azalma oldugu gOsterilmigtir  [45-47].
Hemokromatozisli hastalarda yapilan ¢alismalarda CD4 T lenfositlerin azaldigi, CD8
lenfositlerin arttigi, immunglobulin sentezinin azaldigi ve CD4/CD8 oraninin azaldigi
bildirilmistir [48].

Demir yuklemenin immdinite UGzerindeki olumsuz etkisi serbest demir ile
aciklanmaktadir. Dunyada kullanimda olan intraventz demir preparatlari demir-
oksihidroksit jel iceren bir cekirdek ve bu cekirdegi kaplayan ve molekilin
stabillesmesine yarayan karbohidrat bir kiliftan olusmaktadir. Bu kilif biyoaktif demirin
yavas salinarak hastalar tarafindan kolay tolere edilebilmesini saglar. Demir
preparatlari arasindaki temel farklihk ¢ekirdek yapisi ve kilif kimyasinin farkliligindan
kaynaklanmaktadir. Bu farkhlik serbest demir olusturma hizini, molekulin yari
omrind, infizyon hizini ve maksimum tolere edilebilen dozu belirler. Kiglk yapidaki
demir molekulleri daha hizli demir agida cikarmakta ve plazmadan daha cabuk
uzaklasmaktadir [49]. Turkiye'de intravendz kullanim igin uygun olan iki demir

preparati demir sukroz ve dusuk molekul agirlikh demir dekstrandir. Demir dekstran
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demir sukroza gore daha buylk cekirdege ve kilifa sahiptir. Demir dekstran demir
sukroza gore serbest demir olusturmasi daha az, transferini doyurma zamani ve
plazma yari 6mri daha uzundur. Bunun sonucunda hiicresel dizeyde daha az
olumsuz etkisi olmasi beklenmektedir.

Hemodiyaliz hastalarinda yuratilen bir caligmada tek doz demir siikrozun (30 ve
100 mg) lokosit ylizey antijenlerine (CD11b, CD14, CD36 ve CDA45) etkisinin
olmadigi bildirilmistir [50].

Hemodiyaliz hastalarinda elde edilen hucrelerin kilturinde demir glukonat,
demir stikroz ve demir dekstranin (25, 50 ve 100 pg/mL) lenfosit dagilimina (CD4,
CD16, CD40 ve CD56) etkisini inceleyen bir calismada CD4 ve CD16 pozitif
hiicrelerde azalma gorulmustir. Ayni ¢alismada demir sukroz ve demir glukonatin
demir dekstran ile karsilagtinldiginda CD4 ve CD16 pozitif hicreleri daha fazla
azalttigi bildirilmigtir [51].

Demir preparatlarini lenfosit dagilmina etkisini kargilastiran literatiirde sadece
bir calisma vardir. Bu c¢aligma hicre kultiri ¢alhsmasi olup sadece T helper
lenfositler, T sitotoksik lenfositler ve natural killer hiicreleri ¢calisiimisgtir. Son dénem
bobrek yetmezligi bulunanlarda veya saglikli bireylerde bagigiklik sistemindeki tim
yolaklari degerlendiren ve farkli demir preparatlarinin ayrintili bir gsekilde
karsilastirldigi bir calisma yoktur.

Onceki bulgulardan ortaya cikarak demir dekstran’in demir siikroza gore
lenfosit dagihmi ve islevi konusunda daha az olumsuz etkiye sahip olabilecegi
hipotezi ortaya konulabilir.

Amag: Demir siikroz ve demir dekstran’in siganlarda periferik kanda lenfosit

dagilim ve iglevleri Gizerine olan etkilerini kargilagtirmaktir.
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GENEL BILGILER

Son donem bobrek yetmezliginde immin sistem bozukluklari gelistigi ve
bunun sonucunda enfeksiyonlara yatkinligin arttigi bilinmektedir. HD hastalarindaki
olumlerin yaklasik %16’s1 enfeksiyonlara bagh geligir ve kalp damar hastaliklarindan
sonra en sik ikinci 6lum nedenidir [52]. Hemodiyaliz (HD) hastalarinda sepsise bagli
0lim 100-300 kat daha fazladir [53].

Kronik Bobrek Yetmezliginde Bagisiklik Sistemi

SDBY bulunan hastalarda dogal bagisiklik sisteminde (DBS) tanimlanmis olan
bozukluklar Tablo 1'de; edinsel bagisiklik sistemindeki (EBS) bozukluklar ise Tablo
2'de sunulmustur.

Tablo 1. Son dénem bobrek yetmezliginde dogal bagisiklik bozukluklar

Dogal Bagigiklik SDBY’de geligsen bozukluk Kaynak
Antijen tanima

Sekresyon Artmig [54, 55]
Endositoz Azalmig [56-58]
Uyari iletimi Azalmig [59, 60]
Monositler Aktive [61]
Notrofiller Bakteri 6ldirme [62]

kapasitesinde azalma
Sitokinler Artmis (azalmis renal [63, 64]
klirens, Uretimin artmasi)
Kompleman Aktive olmus [65]

Tablo 2. SDBY’'de edinsel imminite bozukluklari

Edinsel Bagisiklik SDBY'’de gelisen bozukluklar Kaynak

T lenfositler Bozulmus aktivasyon [66, 67]
Artmig Th1/Th2 orani

B lenfositler Azalmis sayi-korunmus iglev [68]

Antijen sunan hicreler Aktive ancak iglevleri bozuk [68]

SDBY’li hastalarda makrofajlar siuregen olarak uyarilir ve bunun sonucunda
yangisal sitokinlerinlerde artis gergeklesir [58]. HD hastalarinda saglikli bireylerle
karsilastinldiginda notrofillerin bakteri 6ldirme kapasitesinde azalma saptanmigtir.
Bundan diyalizle uzaklastirilabilen uremik soliitler sorumlu tutulmustur. in vitro,
tremik serumun diyalizi ile notrofillerin dldirme kapasitesinde artis gozlenmigtir [62].

SDBY bulunan hastalarda mannoz-baglayan lektin dizeylerinde yukseklik

19




saptanmigtir. Bunun SDBY’li hastalarda enfeksiyona yatkinligi ve mortaliteyi arttirdigi
belirtiimektedir [55]

HD hastalarinda asilama sonrasinda koruyuculuk dizeyinde antikor olusumu
%50-70 iken genel toplumda %90’nin Uzerindedir [13-16]. HD hastalarinda Influenza
virtis [17], C. tetani [18] ve C. diphteria [19] asilamasi sonrasinda yuksek basarisizlik
orani gbzlenmigtir. Bu asilarin timunde kullanilan antijenler protein yapisindadir ve
antikor cevabi olusturmak icin T lenfosit islevlerine bagimhdirlar [69, 70]. Tam tersi
polisakkarit yapida antijen iceren pnémokok agisina yanit HD hastalarinda normaldir
[71, 72]. Polisakkarit yapisindaki antijenlere cevap T lenfosit iglevlerinden
bagimsizdir [69]. Sonug¢ olarak HD hastalarinda EBS bozuklugu esas olarak T
lenfositlerdedir. HD hastalarinda immunglobulin duzeyleri normaldir [73].

T lenfositler ve makrofajlar arasindaki etkilesim M. tuberculosis
enfeksiyonlarina yanitta ¢ok 6nemlidir [74]. Birgok ¢alismada HD hastalarinda aktif
tuberkiloz riski 7-25 kat artmis bulunmustur [20-23]. Ayrica HD hastalarinda
tuberkdlin cilt testi (PPD) yaniti azalmistir [24]. Candida albicans tlrevi protein iceren
cilt testine yanit da HD hastalarinda bozulmustur.

HD hastalarinda l6kosit sayisi genellikle normaldir. Hafif bir monositoz ve
lenfopeni vardir. Ancak lenfopeninin derecesi EB’deki yetersizligi agiklayacak
diizeyde degildir. Lenfosit sayisi nadiren normal sinirlarin altina diger ve CD4/CD8
orani genellikle normaldir [75].

Hucre kulturt cahgmalarinda anti-CD3 monoklonal antikorlar gibi cesitli
mitojenlerle uyariimig T lenfosit ¢codalmasinin azaldigi gosterilmigtir [25, 26]. Ayrica
sadece T hucre alga¢ (TCR) aracili uyarilma ile salinan interlokin 2 (IL-2) ve
interferon gammanin (IFN-y) mRNA duzeyleri azalmigtir. HD hastalarin periferik kan
mononukler hiicre kulturinde (PBMC) IL-2 saliniminda azalma [33].

T lenfosit aktivasyonunda antijen sunan hicre (APC) bagimli uyarida azalma
olur [25]. Bu APC iglev bozuklugu T lenfositlere antijen sunumundan veya reseptor
sinyalinde azalmadan kaynaklanabilir. Cogu 6nemli calisma APC yuzeyinde yer alan
MHC ile T lenfositleri ylzeyinde yer alan TCR arasindaki etkilesime odaklanmigtir.
Uremik serumun saglikli kigilerden alinan CD4 T lenfosit kultiriine eklendiginde CD4
T lenfositlerin  TCR yogunlugunu %40 azalttigi gosterilmistir. Ek olarak; HD
hastalarindan izole edilen monositlerin bazalde MHC Il saliniminin degismedigi
ancak uyari ile salinimin bozuldugu gosterilmigtir. HD hastalarinda HBV asilamasina

yanitin TCR yogunlugu ile dogrudan iligkili olmasi bu deneysel verinin klinik
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sonucudur [26-28]. Bu sonuglarla HD hastalarinda bozulmug EBS; CD4 T lenfositlerin
yuzeyinde azalmig TCR yogunluguna ve monositlerin ylizeyinde azalmis MHC I
molekil yogunluguna bagli olabilir.

HD hastalarinda immunite bozuklugunu destekleyen diger bulgu monositlerin
yuzeyindeki interseltler adezyon molekili-1 (ICAM-1) azalmis iken lenfosit fonksiyon
antijeni-1 (LFA-1) yogunlugu artmigtir [26]. Adezyon molekulleri T lenfositlerle APC
veya hedef hucre arasindaki ilk etkilesimde 6nemli rol oynarlar [76]. Bu etkilesim ile
ilk T lenfosit aktivasyonunu immin sinaps olusumu izler. immiin sinaps MHC
kompleksi, TCR, CD80/86 ve CD28'in merkezde; LFA-1 ve ICAM-1'in periferde yer
aldig1 bir olugsumdur. immiin sinaps T lenfosit yanitinin siiresi ve yogunlugunu belirler
[77, 78]. Sonu¢ olarak adezyon molekillerindeki bozukluk HD hastalarinda EBS'yi
etkilemektedir.

HD hastalarinda bozulmus EBS’nin bozulmasina katkida bulunan diger etken
bozulmus reseptor iglevidir. T lenfosit aktivasyonunun gergeklesmesi igin iki uyari
gereklidir. Birinci uyari antijen 6zgin ( TCR ile MHC kompleksi arasindaki etkilegimi
gerektirir), ikinci uyari reseptor etkilesimi (APC’lerin ylzeyinde yer alan CD80/CD86
ile T lenfositlerin ylzeyinde yer alan CD28 arasindaki etkilesimi gerektirir) ile olugur.
ikinci uyari eksikliginde T lenfositler anerjik olur veya apoptozise gider [29]. HD
hastalarindan alinan T lenfosit kilturine saghkli bireylerden alinan monositler
eklendiginde T lenfosit ¢cogalmasinin duzeldigi gozlenmigtir [30]. HD hastalarinda
akim sitometri ¢caligmalari ile monosit CD86 salinimininin azaldigi gosterilmigtir.

Farkhlagsmamig CD4 Th'lerin (ThO) aktivasyonunu Th1l veya Th2 lenfositlerin
fakhlasmasi izler. Thl lenfositler IFN-y sentezleyerek CD8 T lenfositleri ve
makrofajlari aktif hale getirerek EBS’nin selller kolunu baskin hale getirir. Th2
lenfositler esas olarak IL-4 sentezleyerek B lenfositleri aktif hale getirerek EBS’nin
humoral kolunu aktif hale getirirler [31]. HD hastalarinda IL-2 Gretiminin digmesi hem
Thl hem de Th2 farklilasmasini azaltarak her iki kolu da baskilar [32, 33]. Akim
sitometri ¢alismalari HD hastalarinda Thl farklilasmasinin daha baskin oldugunu
ortaya koymustur [79]. Th2 farkhlagsmasini baskilanmasi HD hastalarinda B lenfosit
iglevlerinin bozulmasina ve protein yapidaki antijenlere kargi antikor yanitinin
azalmasina neden olur.

Klinik olarak HD hastalarinda protein antijenleri iceren asilamalara antikor
yanitinin yetersiz olmasi ve SLE hastalarinda HD’ye basladiktan sonra klinik

iyilesmenin gozlenmesi HD hastalarinda T lenfositlerin Th2'ye farklilasmasinin
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bozuklugunu yansitmaktadir. SLE hastalarinda HD 0Oncesi Th2 lenfositlerin arttigi
gozlenirken HD’ye basladiktan sonra Th1/Th2 orani normale gelmektedir [80]. Sester
ve ark. HD hastalarinda IL-12 Uretiminin arttigini gostermiglerdir [79]. IL-12; CD4
lenfositlere etki ederek IFN-y Uretimini arttirir ve IL-4 Uretimini azaltir [81, 82].

HD hastalarinda monositler aktive durumdadirlar ve IL-1j3, IL-6, IL-12 ve tUmor
nekrosis faktor (TNF-a) salinimi artmigtir ancak lipopolisakkarit yapidaki uyarilara
yanit azalmistir [83, 84]. Monosit aktivasyonu hicre kiltiriinde lenfosit apoptozisini
arttirmaktadir [85].

HD hastalarinda IL-10 duzeyinin arttidini bildiren c¢aligmalar vardir [86]. IL-10
monositlerden sentezlenir. IL-10 duzeyinin artmast MHC Il salinimini azaltirarak
immun cevabi baskilarlar [87].

HD hastalarinda bagisiklik sisteminin baskilanmasina neden olan etmenlerden
biri de artmig aktive T lenfosit ve B lenfosit apoptozisidir [88].

Sekil 1'de kronik bobrek yetmezligi (KBY) hastalarinda edinsel bagisiklik

sistemindeki bozukluklarin olasi mekanizmalari sunulmugtur [89].

Sekil 1. KBY hastalarinda EBS bozukluklarin olasi
mekanizmalari
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Monosit Monokinler a Hemodiyaliz
IL-6, IL-12, TNF-a
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CD4 lenfosit L-2 <« ] 2.uyari
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Demir ve Bagisiklik Sistemi

Anemi son dénem bobrek yetmezligi (SDBY) bulunan hastalarda mortalite ve
morbiditenin 6nemli nedenlerinden biridir [34]. SDBY’li hastalarda aneminin en sik
nedeni demir eksikligidir. SDBY’li hastalarda demir eksikligi bircok nedene bagl
gelisebilir ve intravendz demir kullanimi bu hastalarda aneminin tedavisi igin tercih
edilen yoldur. Ancak demir kullaniminin HD hastalarinda enfeksiyona yatkinlk
yaratan nedenlerden biri oldugu dusunulmektedir [52].

Demir diger tum ¢ogalan hicrelerde oldugu gibi bagisiklik sistemi hicrelerinin
¢ogalmasi ve igslev gormesinde ana dizenleyici molekillerden biridir. Lenfositler
0zgln immunitenin esas hacreleridir. Bu hicrelerin gogalmasi ve farklilagsmasi
normal immun islev igin hayati 6nem tasir [90, 91]. Tum T lenfositler, B lenfositler,
dogal oldurici hicreler (NK) demiri transferrin/transferrin reseptér (TfR) yolu ile
alirlar ve yolagin anti-TfR ile bloke edilmesi bu hicrelerde c¢ogalmanin ve
farklasmanin bozulmasina neden olur. Lenfosit alt gruplari arasinda transferrin
aracih demir alimi agisindan farkliliklar vardir. Th alt gruplarinin da demire cevabi
farkhlik gostermektedir. Th lenfositlerinin iyi bilinen G¢ alt grubu vardir ve her biri
farkli, kendine 0zgu sitokin sentezleyerek farkli immuin iglevler gorurler. Th-1
lenfositler, IFN-y ve TNF- gibi sitokinler salgilar ve makrofajlari aktive ederek TNF-q,
IL-1 veya IL-6 gibi proinflamatuvar sitokinlerin olusumuna katkida bulunurlar. Th-1
lenfositler ayrica sistotoksik T lenfositleri aktive ederler. Th-2 lenfositler IL-4, IL-5, IL-
9 ve IL-13 gibi sitokinler sentezleyerek makrofaj iglevlerini baskilar ve
antiinflamatuvar etki olustururlar. Th-2 lenfositler ayrica alerjik reaksiyonlara katilan
hicreleri aktive ederler. Th-3 lenfositler IL-10 ve TGF- 3 gibi sitokinler sentezleyerek
tim immun cevabi baskilarlar [35]. Th-1 lenfositler demir yiiklemesine en duyarli
olanlardir (97). Anti-TfR antikorlarin verilmesi sonrasi Th-1 lenfositlerin DNA sentezi
baskilanirken Th-2 lenfositler etkilenmemektedir. Th-2 lenfositlerin hicre i¢i demir
miktari Th-1 lenfositlere gore daha fazladir. Bundan dolayr Th-1 aracili immin
effektor yolaklar in vivo demir homeostazindaki degisikliklere daha duyarlidirlar [45].
Sicanlarda in vitro demir sitrat yuklemesi sonrasinda CD4 ve CD2 lenfositlerde
azalma, toplam lenfosit sayisinin degismedigi ve CD4/CD8 oraninin azaldigi
gosterilmistir. CD4 lenfositlerdeki azalmanin en fazla 12. saatte oldugu 48.saatte ise
eski dizeyine geldigi tespit edilmistir [38]. Sicanlarda Ug¢ hafta stre gunluk 1,5 mg/kg
demir dekstranin intamuskuler uygulandigi bir c¢alisma sonucunda lenfosit

¢ogalmasinda azalma oldugu gosterilmistir [39].
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Hemokromatozisli hastalarda makrofajlarda IFN-y aracili  yolaklarin
baskilanarak; proinflamatuvar sitokin olan TNF-a saliniminda, MHC Il antijenlerinin
ve ICAM-1'in ekspresyonunda, neopterin (in vivo ve in vitro hicresel immunitenin
aktivasyon belirteci olarak kullanilan molekil) olusumunda azalma oldugu
gosterilmistir [45-47]. Hemokromatozisli hastalarda yapilan calismalarda CD4 T
lenfositlerin azaldigi, CD8 lenfositlerin arttigi, immunglobulin sentezinin azaldidi ve
CD4/CD8 oraninin azaldig bildirilmigtir [48].

Demir yuklemesinin demir dekstran ile yapildigi ¢alismalarda makrofajlarin
Legionella, Ehrlichia, Candida ve virisler gibi hicre i¢i patojenleri 6ldirme
yeteneklerini kaybettikleri in vivo ve in vitro ¢calismalarda gosterilmigtir [40, 41]. Bunun
nedeni demir fazlaliginda makrofajlarin enfeksiyon etkenleri ve timor hucreleri ile
mucadelesi igcin gerekli olan effektor bir molekil olan nitrik oksit olusumunun
azalmasidir. Demir ayrica induklenebilir nitrik oksit sentazin transkripsiyonunu bloke
etmektedir [42, 43].

Yedi hafta sureyle agiz yoluyla demir yiiklemesi (3000 veya 5000 mg/kd/gun)
yapillan farelerde INF-y dizeyinde disme ve gecikmig tip hipersensitivite
reaksiyonunda belirgin azalma gdzlenmistir. Demir yuklemesi yapilan fareler digsuk
demir iceren diyete (7 mg/kg/gun) gectiklerinde ise INF-y dizeyinde artma ve
gecikmis tip hipersensitivite reaksiyonunda diizelme gdzlenmistir [44].

Dunya genelinde saghk sorunu olan hepatit C viris (HCV) enfeksiyonu,
human immun deficiency virus (HIV) enfeksiyonu ve tuberkiloz hastaliginin seyri ile
demir kullanimi arasinda iliski tanimlanmigtir. HCV enfeksiyonunda karacigerde
biriken demir toksik radikallerle doku hasarini arttirarak ve Th-1 yanitinin azaltarak
doku hasarini arttirmaktadir. Ek olarak demir HCV’nin ¢ogalmasini baslatici faktor
(elF-3) ekspresyonu da arttirmaktadir [92]. Sonug olarak demir HCV enfeksiyonunun
seyri hizlandirmaktadir.

Afrika’da endemik olarak ikincil demir yiklenmesinin oldugu bdlgelerde
tuberkiloz sikh@r ve tubekilozdan 6lim orani artmaktadir [93]. HIV enfeksiyonunda
diyette alinan demirin arttirlmasi veya kemik iliginde demir depolarinin artmasi koti
klinik seyirle iligkili bulunmustur [94].

Demir ek olarak; Th-1/Th-2 dengesini de etkilemektedir. Demir, Th-1 yanitini
zayiflatir ve Th-2 yanitini arttinr. Bu; enfeksiyon ve timoér olgularinda istenmeyen bir

durumdur [36, 37]. Sekil 3'te Th-1 veTh-2 tipi cevap sematize edilmistir.
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Sekil 3. Th-1/Th-2 tipi cevap

- Th-2 tipi cevap Th-1tipi cevap
{ } )

\ and IL-6
i)
o Ecsinophl
{ ) recrutrment

Egithelial cell Regulatory T cael

Demir fazlaligi notrofil fonksiyonlarini da olumsuz etkilemektedir. Her diyaliz
seansinda 10-20 mg demir sikroz tedavisi alan HD hastalarinda nétrofillerin
fagositoz kapasitesini ve bakteri 6ldirme yetenegini olumsuz etkilemektedir [95].
Saglikli bireylerde ve hemodiyaliz hastalarinda hicre kiltariinde nétrofil islevlerini ve
buna demir dekstran’in etkisini inceleyen bir calismada hemodiyaliz hastalarinda
baglangicta kontrollere goére notrofil iglevlerinde azalma tespit edilmigtir. HD
hastalarina demir dekstran uygulanmasi hidrojen peroksit tGretimine olumsuz etkisi
olmamistir. Her iki grupta da yiksek doz demir dekstrandan sonra fagositoz
kapasitesinde azalma saptamistir [96].

Tablo 3'de demirin notrofiller Gizerindeki etkisi 6zetlenmistir.
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Tablo 3. Demirin noétrofiller Gzerine etkisi

Kemotaksinin azalmasi

Fagositozun azalmasi

Oksidatif patlamanin azalmasi

Hucre ici 6ldirme kapasitenin azalmasi

Bakteriler demiri agirhkli olarak iki mekanizma ile alir ve c¢ogalmalari igin
kullanirlar. Dolagimda serbest elemental demir oldugunda bazi bakteriler (E. coli,
Klebsiella, Pseudomonas ve Salmonella) tarafindan duguk molekul agirhikli selatorler
(sideroforlar) salinarak demiri alabilirler [97, 98]. Ikincisi siderofor bagimsiz bir
ekanizma olup S. aureus ve H. influenza gibi bakteriler tarafindan kullanilan
transferin reseptoru araciligi ile dolagimdan demiri alirlar [98].

HD hastalarinda yapilan ¢alismalarda kullanilan demir dozu arttikga infeksiyon
sikhdinda artig bildirilistir. Bir calismada ferritin diizeyi 1000 pg/L'den fazla olanlarda
bir diger calismada ise ferritin diizeyi 500 pg/L'den fazla olanlarda bakteriyal
enfeksiyon sikliginin arttigi bildirilmistir [99, 100]. Randomize, ¢ok merkezli 607 HD
hastasinin dahil edildigi bir ¢calismada ferritin dizeyinin 500 pg/L'den fazla olmasi
enfeksiyon riskini artiran degiskenlerden biri olarak tanimlanmigtir [101]. HD
hastalarinda yurutulen ileriye donik bir calismada intraven6z demir suikroz
kulanimiminin suresi ve dozu ile enfeksiyon sikhgi incelenmigtir. Demir siikroz birinci
gruba haftada 3 kez 100 mg toplam 1000 mg ikinci gruba haftada 3 kez 100 mg
toplam 2000 mg ve uglncu gruba haftada bir kez 100 mg toplam 1000 mg
uygulanmis. Enfeksiyon sikliginin ikinci grupta arttigi bildirilmis ve intravendz demir
kullanimiin sdresinin degdil kullanilan dozun enfeksiyon sikhgini arttirdigr rapor
edilmistir [102].

Hemodiyaliz hastalarinda yuratilen bir caligmada tek doz demir siikrozun (30 ve
100 mg) lokosit ylizey antijenlerine (CD11b, CD14, CD36 ve CDA45) etkisinin
olmadigi bildirilmigtir. Bu galismada T lenfosit belirtecleri gcalisiimamistir [50].
Hemodiyaliz hastalarinda elde edilen hicrelerin kiltirinde demir glukonat, demir
sukroz ve demir dekstran’in (25, 50 ve 100 pg/mL) lenfosit dagihmina (CD4, CD16,
CD40 ve CD56) etkisini inceleyen bir calismada CD4 ve CD16 pozitif hicrelerde

azalma go6rulmagtir. Ayni calismada demir sukroz ve demir glukonatin demir
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dekstran ile karsilastinidiginda CD4 ve CD16 pozitif hiicreleri daha fazla azalttig
bildirilmistir [51]

Amag: Demir stikroz ve demir dekstran’in sicanlarda periferik kanda lenfosit dagilimi

ve islevleri Uzerine olan etkilerinin kargilastiriimasidir.
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GEREC VE YONTEMLER
1. Caligmanin etik kurulu

Bu calisma DEUTF “Deney Hayvani Arastirmalari Etik Kurulu” tarafindan
05.07.2010 tarih ve 14109 sayili karari ile onaylandiktan sonra yapilmigtir.

2. Kullanilan hayvanlarin sayi ve turu
Calismada 18 adet, yetiskin erkek, agirliklari 300-350 gram arasinda degisen

Wistar albino sigan kullanildi.

3. Aragtirmada kullanilan deney hayvanlarinin bakim yeri, sturesi ve kosullari
Tam hayvanlar Deney Hayvanlari Biriminde en uygun kosullarda barindirildi

ve standart yem ve su ile beslendi. Calismada kullanilan sigcanlar DEUTF

Multidisipliner Laboratuvarinin standart kafesleme kosullarinda, 3’li kafeslerde

standart yemleme ve su ile 2 guinlik ¢alisma dénemi siresince barindirildi.

4. Kullanilan anestezi ve analjezi turl

Calismada anestezi i¢in eter kullanildi.

5. Deneysel Tasari

Calisma suresi 2 gun olarak belirlendi. Caligmaya alinan siganlar ¢alhisma
Oncesi tartildi ve her grupta alti sican olacak sekilde rastgele t¢ gruba ayrildi. Tum
gruplardaki sicanlardan -1. ginde eter anestezisi altinda kuyruk veninden 24 G
brantulle girilerek EDTA’lI tupe 0,4 ml ve biyokimya tuptne 0,7 ml kan alndi. Resim
1'de siganlardan kan alma iglemi gosterilmigtir. Kan alma igleminden 24 saat sonra;
birinci gruba (serum fizyolojik=SF) uygulamak icin serum fizyolojik hazirlandi. ikinci
gruba (demir siikroz=DS grubu) uygulamak i¢cin 500 mg demir sukroz (Venofer, Abdi
ibrahim ilag San ve Tic A.S. istanbul, Tiirkiye ) 25ml SF icinde seyreltilerek 50 ml'lik
cozelti elde edildi. Ugtincli gruba (demir dekstran=DD) uygulamak icin 500 mg demir
dekstran (Cosmofer®, Say ilag, Edirne, Turkiye) 40 ml SF icinde seyreltilerek 50
ml’lik ¢ozelti elde edildi.

SF grubundaki alti sicana eter anestezisi altinda kuyruk venine 24 G brantlle
girilerek 1ml/kg SF yavas puse verildi. DS grubundaki alti sigana 10 mg/kg demir
sukroz yavas puse verildi. DD grubundaki alti sicana 10 mg/kg demir dekstran yavas

puse verildi. Her sigcana yapilan enjeksiyon zamani kaydedildi. Enjeksiyondan sonra
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her sicandan 3. , 6. ve 24. saatlerde eter anestezisi altinda kuyruk veninden 24 G
brantlle girilerek EDTA’l tipe 0,4 ml ve biyokimya tiptne 0,7 ml kan alindi. Sekil

2'de calisma semasi gosterilmigtir.

Resim 1. Sicanlardan kan alma iglemi
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Sekil 2. Calisma semasi

v

Caligmaya alinan
sicanlar
S=18

v

v

SF grubu Demir siikroz Demir dekstran
S=6 grubu grubu
-1.gun 6rnekler alindi S=6 S=6
0. saat -1.gun ornekler alindi -1.gun 6rnekler alindi
1 mi/kg iv 0. saat 0. saat
10 mg/kg iv 10 mg/kg iv
\ 4
3. saat
_ 6. saat P
- 24. saat b
Kan 6rnekleri alindi

6. Orneklerin hazirlanmasi
Biyokimyasal analizler igin sicanlardan alinan kan 6rnekleri, 3500 rpm’'de
10 dakika santrifiij edildi. Ust fazda elde edilen serum 6rnekleri porsiyonlanarak

eksi 80 °C’de analiz giintne kadar saklandi.

7. Biyokimyasal Analizler
Demir-Demir Baglama ve Ferritin Analizleri

Serum orneklerinde demir-demir baglama kapasitesi ve ferritin analizleri,
Abott ticari kitleri ile Abott Artitech C16000 otoanalizbrde yapildi. Transferrin
saturasyon degerleri, demir ve demir baglama degerleri (pg/dL) birbirine
oranlanmasi ile hesaplandi ve % transferrin sattirasyon olarak ifade edildi. Ferritin

diizeyleri de ng/mL olarak ifade edildi.

TNF-a Analizi
Serum orneklerinde TNF-a, ELISA temelli Invitrogen marka (Kat No: KRC
3011) kit ile deg@erlendirildi. Kitin 6lgiim aralidr 11.7-750 pg/mL arasindadir.

Duyarlihgi ise 4 pg/mL’dir. Analiz asamalari agagida 6zetlenmektedir:
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1)
2)

3)
4)
5)
6)
7
8)
9)

96 kuyucuklu plak ve analiz ¢ozeltileri oda sicakligina getirildi,

Liyofilize standart (2000 pg/mL), kitin 6nerdidi sekilde standart ¢ozicu
tampon ile ¢ozuldu. 11.7, 23.4, 46.9, 93.8, 187.5, 375 ve 750 pg/mL olacak
sekilde standart tamponu ile seri dilisyon yapildi,

Tum kuyucuklara 100 pL standart /serum drnekleri eklendi,

Oda sicakliginda 2 saat inkuibasyona birakildi,

Tum kuyucuklara 100 pL Biotin ile igaretli ikincil antikor eklendi,
inkilbasyon sonunda yikama soliisyonu ile 4 kez yikama yapildl,

Tum kuyucuklara 100 pL Streptavidin-peroksidaz konjugati eklendi,

Oda sicakliginda 30 dakika inktibasyona birakildi,

inkiilbasyon sonunda yikama soliisyonu ile 4 kez yikama yapildi,

10) Tuam kuyucuklara 100 pL renk reaktifi eklendi ve 30 dakika inkiibe edildi,
11) inkiibasyon sonunda 100 pL reaksiyon durdurucu reaktif eklendi,

12) Kuyucuklarda olusan renkli ¢ozeltinin absorbansi 450 nm de okundu,

13) Serum Orneklerindeki TNF-a dulzeyi, olusturulan standart olgimleme

egrisinden yararlanarak hesaplandi. Sonuglar mL basina pg TNF-a

(pg/mL) olarak ifade edildi.

interferon-g (IFN-g) Analizi

Serum Orneklerinde IFN-g diizeyleri, ELISA temelli eBioscience marka (Kat
No: BMS 621) kit ile degerlendirildi. Kitin oOlgim arahgr 31.3-2000 pg/mL
arasindadir. Duyarliigi ise 9.9 pg/mL’dir.

1)
2)

3)
4)
5)
6)
7

96 kuyucuklu plak ve analiz ¢ozeltileri oda sicakligina getirildi,

Liyofilize standart (2000 pg/mL), kitin Onerdidi sekilde distile su ile
¢Ozildu. 31.3, 62.5, 125, 250, 500, 1000 ve 2000 pg/mL olacak sekilde
seri dilisyon yapildi,

Tum kuyucuklara 100 pL standart /serum drnekleri eklendi,

Tum kuyucuklara 50 pL Biotin ile igsaretlenmis ikincil antikor eklendi,

Oda sicakliginda 2 saat inkiibasyona birakildi,

inkiilbasyon sonunda yikama soliisyonu ile 3 kez yikama yapildl,

Tum kuyucuklara 100 pL Streptavidin-peroksidaz konjugati eklendi ve 1
saat inkiibe edildi,
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8) inkiibasyon sonunda yikama soliisyonu ile 3 kez yikama yapild,

9) Tum kuyucuklara 100 pL 3,3',5,5Tetrametilbenzidin(TMB)/Hidrojen
Peroksit) substrat reaktifi eklendi ve 10 dakika inkiibe edildi,

10) inkiibasyon sonunda 100 pL reaksiyon durdurucu reaktif eklendi,

11) Kuyucuklarda olusan renkli ¢ozeltinin absorbansi 450 nm de okundu,

12) Serum oOrneklerindeki IFN-g dlzeyi, olusturulan standart o6lcimleme
egrisinden yararlanarak hesaplandi. Sonuglar mL basina pg TNF-a

(pg/mL) olarak ifade edildi.

IL-2 Analizi

Serum Orneklerinde IL-2 duzeyleri, ELISA temelli Boster marka kit ile
degerlendirildi. Kitin dlgim arahg 15.6-1000 pg/mL arasindadir. Duyarlhgi ise 1
pg/mL’ dir. Analiz agamalari asagida 6zetlenmektedir:

1) 96 kuyucuklu plak ve analiz ¢ozeltileri oda sicakhgina getirildi,

2) Liyofilize standart (1000 pg/mL), kitin ©6nerdigi sekilde distile su ile
¢Ozilldu. 15.6, 31.3, 62.5, 125, 250, 500 ve 1000 pg/mL olacak sekilde seri
dilisyon yapildi,

3) Tum kuyucuklara 100 pl standart /serum érnekleri eklendi ve 37 °C’de 90
dakika inktibe edildi,

4) Inkiibasyon sonunda kuyucuklar bosaltildi ve tiim kuyucuklara 100 pL
Biotin ile isaretlenmis ikincil antikor eklendi,

5) 37 °C’de 60 dakika inkiibasyona birakildi,

6) inkiibasyon sonunda yikama soliisyonu ile 3 kez yikama yapild,

7) Tum kuyucuklara 100 pL Avidin-Biotin-Peroksidaz kompleks (ABC)
reaktifinden eklendi,

8) 37 °C’de 60 dakika inkiibasyona birakildi,

9) inkiibasyon sonunda yikama soliisyonu ile 5 kez yikama yapild,

10) Tum kuyucuklara 100 pL 3,3',5,5Tetrametilbenzidin(TMB)/Hidrojen
Peroksit) substrat reaktifi eklendi ve 20 dakika inkiibasyona birakildi,

11) inkiibasyon sonunda 100 pL reaksiyon durdurucu reaktif eklendi

12) Kuyucuklarda olusan renkli ¢ozeltinin absorbansi 450 nm de okundu,
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13) Serum oOrneklerindeki IL-2 duzeyleri, olusturulan standart olgimleme
egrisinden yararlanarak hesaplandi. Sonuclar mL bagina pg IL-2 (pg/mL)

olarak ifade edild.i.

9. Sigan Periferik Kaninda Lenfosit Alt Gruplarinin Akim Sitometrik Analizi

Gerekli materyaller
1) 12x75 mm’lik polystyre Falcon tipler (BD Biosciences, 352052)
2) Sican T lenfosit paketi (BD Biosciences, 558493)
Anti-Rat CD3 APC
Anti-Rat CD4 PE
Anti-Rat CD8a FITC
3) Sican aktive T lenfosit paketi (BD Biosciences, 558494)
Anti-Rat CD3 APC
Anti-Rat CD25 PE
Anti-Rat RT1B FITC
4) Mouse Anti-Rat CD11b FITC (BD Biosciences, 554982)
5) Mouse Anti-Rat CD161a PE (BD Biosciences, 555009)
6) Mouse Anti-Rat CD45RA PE-Cy5 (BD Bioscience, 557015)
7) izotipik kontroller; Ig Isotype Control Cocktail-B (BD Bioscience, 558508)
Mouse IgG1 FITC
Mouse IgG2a PE
Mouse IgM APC
8) izotipik kontrol: mouse IgG1 k Isotype Control (BD Bioscience, 550618)
9) BD FACS™ Lysing Solution (BD Bioscience, 349202)
10)Akim sitometri cihazi, BD FACSCalibur™ Flow cytometer (Referens no:
342975, seri no: E97501117, Oct. 2008) ve CellQuest Pro software (BD
Biosciences, San Jose, CA 95131, USA)
11)Fosfat tamponu (pH: 7.2); NaCl (137 mM), KCI (2.4 mM), Na,KPO4 (10
mM), KH2PO4 (0.2 mM).
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Sigan Lenfositlerinin Monoklonal Antikorlarla Boyanmasi

1) Dort ayri 12x75 mm'lik test tuplerine 100’er uL rat periferik kani konuldu,

2) Birinci tupe izotipik kontroller, ikinci tupe sican T lenfosit paketi
antikorlari, t¢incu tipe Rat Activated T Lymphocyte Cocktail antikorlar
ve dordunci tipe Mouse Anti-Rat CD11b FITC, Anti-Rat CD161a PE ve
Anti-Rat CD45RA PE-Cy5 monoklonal antikorlari dretici firmanin dnerdigi
sekilde 20’ser pL ilave edildi,

3) Tupler hafifce kanstirildiktan sonra oda isisinda, karanlik ortamda 20
dakika inktibe edildi,

4) Inkuibasyon sonunda tiiplere 1 ml eritrositleri parcalayici solusyon ilave
edildi,

5) Tupler karnigtinldiktan sonra karanlk ortamda, oda isisinda 10 dakika
inklibe edildi,

6) Tupler 1200 rpm (300 g) de 5 dakika santrifuj edildi. Santriflj sonrasi
slpernatant atildi, hicre pelletine 2 ml fosfat tamponu (PBS) ilave
edilerek yikama iglemi yapildi,

7) Yikama iglemi ¢ kez tekrar edildi,

8) Son yikamadan sonra hicre pelleti 500 pL PBS’de yikanarak edilerek

akim sitometri cihazinda analiz i¢in hazir hale getirildi.

Sigan Lenfosit Alt Gruplarinin Akim Sitometrik Analizi

Hazirlanan drnekler akim sitometri cihazindan gegirildi (acquiring). Toplam
20000 hucre sayildi. CellQuest programinda 6n sagihm (forward scatter-FSC) ve
yan sacilim (side scatter-SSC) sinyallerinin log aritmik amplifikasyonu ile hicre
boyut ve granileritesine gore olusturulan noktasal grafikte (dot-plot) lenfositler
secildi (kapi alindi). izotipik kontrollere gére esik degerler belirlendi. Lenfosit alt
gruplarinin hucre yizey ekspresyonlari ikigser renkli fluoresans noktasal grafik
goruntisi Gzerinde degerlendirildi. ikinci tiipte toplam T lenfositler, T helper ve T
supressor/sitotoksik lenfositler, tglincu tupte aktive T lenfositler ve dordinci
tupte B lenfositler, natural killer lenfositler ve aktif nétrofiller ylizde olarak

belirlendi.
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10. Caligilan Parametrelerin Bagisiklik Sistemi Basamklarindaki Yerleri

RT1B Monosit Monokinler
IL-6, IL-12, TNF-a <4——
W MHC Il Q U CD80/86
1. uyari TCR 2. uyarn
Ej CD28
CD4 lenfosit IL-2 ¥——
CD4 cD4
\ IFN-y «— IL-4
Thl CD4 Th2 CD4
lenfosit M lenfosit

A A
CD8 B
lenfosit <4— CD8 lenfosit CD45
Hicresel Humoral
imm{nite imminite

11. istatistiksel Analiz

Calismaya dahil edilen denek sayisi 20'nin altinda oldugundan ve
kiyaslamali analizlerde degerlendirilen gruplarin her birinde toplam 6 denek
bulundugundan nonparametrik istatistiksel analizler kullanildi. Coklu bagimh
gruplar arasindaki farklarin degerlendiriimesinde Friedman testi, coklu bagimsiz
gruplar arasindaki farklarin degerlendirilmesinde ise Kruskal-Wallis testi kullanildi.
iki bagimh grup arasindaki farkin degerlendiriimesinde Wilcoxon, iki bagimsiz
grup arasindaki farkin degerlendiriimesinde ise Mann-Whitney U testleri kullaniidi.
Veriler ortalamaz standart sapma seklinde sunuldu.

istatistiksel analizier SPSS programinin 11.0 versiyonu ile yapildi.

istatistiksel anlamlilik p<0,05 olarak kabul edildi.
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BULGULAR

Bulgular sunulmadan 6nce grafiklerin daha kolay anlasilmasi igin akim sitometri
grafikleri ve baz grafiklerde yer alan rakamlarin ne anlama geldigi asagida
sunulmustur.

Ok isareti ile gosterilen rakamlar 6rnegin sirasini belirlemektedir. Ornegin kirmizi
okun igaret ettigi 1 rakami 1. sicanin degerini ifade etmektedir. Siyah okun isaret
ettigi 17 rakami 17. sicanin degerini gostermektedir. Yatay satirda gruplarin
isimleri yer almaktadir. Grafik sag Ust yaninda degiskenler ve birimleri

verilmektedir.

Bl T lenfost O.saat v
BT l=nfost 3 .saat 2
T lenfost & saat @
Bl T lenfost 24 .saat %

IRAL * i ”/

z0 |

T T T
sF DD Ds

Akim sitometri drneklerinde kirmizi renkli her nokta bir hiicreyi ifade etmektedir.
Siyah ok ile gosterilen sag ust karede yer alan hicreler hem X hem de Y
sutununda yer alan antikorlarla pozitif boyanan hicrelerdir. Bu 6rnekte siyah ok
ile gosterilen sag Ust kare CD3*/CD4" hiicreleri yani T helper lenfositleri ifade
etmektedir. Mavi ok ise sag Ust karede yer alan hucrelerin yizdesini ifade
etmektedir.

1
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Akim Sitometrik Analiz Sonuclari
1- Toplam Lenfosit Sonuglari

Kontrol grubu (SF) ile kargilastirildiginda, demir sukroz (DS) ve demir
dekstran (DD) grubunda toplam lenfosit yizdeleri agisindan 0, 3, 6 ve 24.
saatlerde farklihk gorulmemistir (p>0,05). DS ile DD grubu arasinda toplam
lenfosit yuzdesi agisidan farklilik saptanmamigtir. Tum gruplarin toplam lenfosit
yuzdeleri Tablo 4’te verilmistir. Gruplarn toplam lenfosit yuzdelerinin
karsilastirilmasi Grafik 1’de gdosterilmistir.

Tablo 4. Gruplarin toplam lenfosit yuzdeleri

Toplam SF grubu DS grubu DD grubu p degeri
Lenfosit (%)
0. saat 65,11+9,2 58,3312 60,68%6,7 AD* P ¢
3. saat 59,5548,77*  56,38+11,6 56,23+6,1* AD? P ¢
6. saat 55,3+7,2* 58,53+12,9 59,8465 AD? "¢
24. saat 61,06+7,3 60,38+8,4 62,13%1,8 AD* "¢

AD; anlamh degil, a; SF ile DS arasinda, b; SF ile DD arasinda, c; DS ile DD arasinda
*p<0,05; kendi grubunun 0.saat degeri ile karsilastirildiginda

Grafik 1. Gruplarin toplam lenfosit yuzdelerinin karsilastiriimasi

- Toplam lenfosit O.saat %
80— - Toplam lenfosit 3.saat %

|:| Toplam lenfosit 6.saat %
* *
70—
* *
607 14
o
I I

—

- Toplam lenfosit 24.saat %
50—

40—

SF DS DD

*p<0,05; kendi grubunun 0.saat degeri ile karsilastirildiginda
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2. T Lenfosit Sonuclari
Kontrol, DS ve DD gruplari arasinda T lenfosit yizdeleri agisindan 0, 3, 6

ve 24. saatlerde anlamli farklilik saptanmamistir (p>0,05). DD grubu i¢inde 6 ve
24. saatte T lenfosit sayisinda anlamli artis belirlenmistir (p<0,05). Gruplarin T
lenfosit yuzdeleri Tablo 5’de verilmigtir. Gruplarin T lenfosit yuzdelerinin

karsilastirilmasi Grafik 2’de gosterilmigtir.

Tablo 5. Gruplarin T lenfosit (CD3") yiizdeleri

T Lenfosit SF grubu DS grubu DD grubu p degeri
(CD3Y
(%)
0. saat 52,5+7 58,28+7,9 50,55+8,5 AD® P ¢
3. saat 55,68+6,9 53,98+10,3 55,7+12,4 AD? P ¢
6. saat 56,25+6,6 59,88+6,4 65,33+8,8* AD? "¢
24. saat 52,26+3,6 57,95+6,2 59,65+9,6* AD? "¢

AD; anlamh degil, a; SF ile DS arasinda, b; SF ile DD arasinda, c; DS ile DD arasinda
*p<0,05; kendi grubunun 0.saat degeri ile karsilastirildiginda

Grafik 2. Gruplarin toplam T lenfosit (CD3") yiizdelerinin karsilagtiriimasi

- T lenfosit O.saat %
- T lenfosit 3.saat %
|:| T lenfosit 6.saat %
- T lenfosit 24.saat %
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*p<0,05; kendi grubunun 0.saat dederi ile karsilastirildiginda
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3. T helper Lenfosit Sonuglari
DS verilen grupta 3, 6 ve 24. saatlerde T helper lenfositlerin ylizdesinde

anlaml disus saptandi. DS grubunda kontrol grubu ile karsilastirildiginda 3, 6 ve
24. saatlerde T helper lenfositlerin ylzdelerinde anlamli bir azalma gosterilmigtir
(p<0,05). DD grubunda T helper lenfosit ylizdeleri DS grubuna goére 3, 6 ve 24.
saatlerde anlaml sekilde daha yiksek bulunmustur (p<0,05). SF grubu ile DD
grubu arasinda anlamli bir farkhlik gézlenmemigtir. DS grubu iginde 3, 6 ve 24.
saatlerde O.saat ile karsilastinldiginda T helper lenfosit ylzdesinde belirgin
azalma gozlenmigtir. Gruplarin toplu sonuclari Tablo 6’da bir arada sunulmustur.
Gruplarin T helper yuzdelerinin 0, 3, 6 ve 24. saatte karsilastirilmasi sirasi ile
Grafik 3.1, Grafik 3.2., Grafik 3.3. ve Grafik 3.4.te gosterilmigtir. Grafik 3.5.’de DD

ve DS gruplarindan secilmis 6érnek akim sitometri sonuglari gosterilmistir.

Tablo 6. Gruplarin T helper (CD3"/CD4") yiizdeleri

T helper SF grubu DS grubu DD grubu p degeri
(CD3*/CD4")
(%)
0. saat 29,45+7,2 30,5316,2 27,7118 AD*"°¢
3. saat 31,7848 20,78+7,1* 32,48+6,8* <0,05* ¢
6. saat 32,9548,7 23,05+4,5* 40,56+9,3* <0,05 *°¢
24. saat 30,315,7 20,65+3,9* 31,7346,7 <0,05™ ¢

AD; anlamh degil, a; SF ile DS arasinda, b; SF ile DD arasinda, c; DS ile DD arasinda
*: p<0,05; kendi grubunun O.saat degeri ile karsilastirildiginda

Grafik 3.1. Gruplarin T helper 0. saat (CD3*/CD4") yiizdelerinin karsilastiriimasi
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Grafik 3.2. Gruplarin T helper 3. saat (CD3"/CD4") yiizdelerinin karsilagtinimasi
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* SF ile DS grubu karsilastirildiginda p<0,05; ** DD ile DS grubu karsilastirildiginda p<0,05

Grafik 3.3. Gruplarin T helper 6. saat (CD3"/CD4") yiizdelerinin karsilastinimasi
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* SF ile DS grubu karsilastirildiginda p<0,05; ** DD ile DS grubu karsilastinldiginda p<0,05

Grafik 3.4. Gruplarin T helper 24. saat (CD3"/CD4") yiizdelerinin kargilagtirimasi
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Grafik 3.5. Demir dekstran ve demir stikroz gruplarinin akim sitometrik T helper (CD3*/CD4")
sonuglari

3.saat DD grubu DS grubu
T T
21 =
WE': i:“:-E r'
wo ] w
o o
& . &
A= I A= :
i | %3248 g %20,78
B_ 5 _
=

1o 10! 10 10? 1o 10! 107 10?

10 10
anti-Rat CD3 APC anti-Rat CD3 APC

6.saat DD grubu DS grubu

109
109

I I
= =
L L
o o
& &
o o
= =
w w
% %

1!
1!

10! 13 10

10
ant-Rat CO3 APC

24.saat DD grubu DS grubu

109

109

107
107

10
10

anti-Rak S04 PE
anti-Rak S04 PE

%20,65

1l
1l

1o 10!

10
anti-Rat CD3 APC

41



4. T supressor/sitotoksik Lenfosit Sonuclari

Kontrol ve DD gruplarinda Ts lenfosit yuzdelerinde 3, 6 ve 24. saatlerde
degisiklik gozlenmedi. DS grubunda 3. saatte artis saptanan anlaml artisin 6. ve
24. saatlerde de devam ettigi gordlmuastir. SF grubu karsilastirildiginda DS
grubunda Ts lenfositler 6. ve 24. saatte anlamli sekilde yuksek bulundu (p<0,05).
SF grubu ile DD grubu karsilastiriidiginda Ts lenfosit yluzdelerinde 3, 6 ve 24.
saatler farkllik saptanmadi (p>0,05). DS grubunda DD grubuna gore Ts lenfosit
ylzdeleri daha yiiksek bulunsada istatistiksel anlamliiga ulagsmamigtir. Gruplarin
sonuglari Tablo 7'de verilmistir. Grafik 4'te gruplarin T supressor/sitotoksik

(CD3'/CD8") 6 ve 24. saat yiizdelerinin karsilastiriimasi gosterilmistir.

Tablo 7. Gruplarin T supressot/sitotoksik (CD3"/CD8") yiizdeleri

T SF grubu DS grubu DD grubu p degeri
supressor/sitotoksik
(CD3*/CD8") (%)

0. saat 23,55+9,5  26,58+12,9  22,83+12,7  AD*"°
3. saat 24,3+8,1 31,53+9,9*  23,26+13,3 AD? P ¢
6. saat 23,3848 36,83+8,6*  24,53%15,4 <0,05%
24. saat 22,6¢6,1  37,33+6,79*  27,91+12,1 <0,05°

AD; anlamh degil, a; SF ile DS arasinda, b; SF ile DD arasinda, c; DS ile DD arasinda
*: p<0,05; kendi grubunun O.saat degeri ile karsilastirildiginda

Grafik 4. Gruplarin T supressor/sitotoksik (CD3"/CD8") yiizdelerinin karsilagtiriimasi
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5. Th/Ts (CD4/CD8) Orani Sonugclari
Kontrol grubu ile kargilagtinidiginda DS grubunda Th/Ts oraninda 3, 6 ve

24. saatlerde anlamh bir diagus gozlenmigtir (p<0,05). DS grubu ile
karsilastirildiginda DD grubunda Th/Ts orani 3, 6 ve 24 saatlerde belirgin olarak
yiuksek bulunmustur (p<0,05). Kontrol grubu ile DD grubu arasinda farkhlik
saptanmamigtir (p>0,05). Gruplarin sonuglari Tablo 8'de verilmistir. Grafik 5'de

gruplarin T helper/T supressor oranlarinin karsilagtiriimasi gosterilmigtir.

Tablo 8. Gruplarin T helper/T supressor/sitotoksik (CD4"/CD8") oranlari

CD4/CD8 SF grubu DS grubu DD grubu p degeri
Orani

0. saat 1,48+0,8 1,64+1,2 2,01£2,2 AD* "¢

3. saat 1,48+0,7 0,69+0,3* 1,72+0,8 <0,05*°

6. saat 1,62+0,8 0,67+0,2* 2,31+1,5 <0,05%¢

24. saat 1,47+0,6 0,57+0,1* 1,41+0,9 <0,05* ¢

AD; anlamlh degil, a; SF ile DS arasinda, b; SF ile DD arasinda, c; DS ile DD arasinda
* p<0,05; kendi grubunun O.saat degeri ile karsilastirildiginda

Grafik 5. Gruplarin T helper/T supressot/sitotoksik (CD4'/CD8") oranlarinin karsilastiriimasi
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6. Aktive T Lenfosit (CD25%) Sonugclari

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda DS grubunda aktive T lenfosit
yuzdesinde 3, 6 ve 24. saatlerde anlaml bir azalma gozlenmigtir (p<0,05). DD
grubu ile kargilagtiridiginda DS grubunda CD25" lenfosit yiizdesi 3, 6 ve 24
saatlerde anlamh gekilde dusik saptanmistir (p<0,05). SF grubu ile DD grubu
arasinda farklilik saptanmamigtir (p>0,05). CD25" lenfositter DS ve DD
gruplarinda kendi igcinde azalmistir ancak DS grubundaki daha fazla azalmistir.
Gruplarin sonuglar Tablo 9'da verilmistir. Grafik 6.1’de gruplarin aktive T lenfosit
(CD3'/CD25") 3, 6 ve 24. saat yiizdelerinin kargilastirimasi gorilmektedir. Grafik
6.2’de DD ve DS gruplarinin akim sitometrik aktive T lenfosit (CD3*/CD25") 3, 6

ve 24. saat sonuclarindan 6rnekler gortulmektedir.
Tablo 9. Gruplarin aktive T lenfosit (CD3*/CD25") yiizdeleri

Aktive T lenfosit  SF grubu DS grubu DD grubu p degeri
(CD3"/ CD25%)
(%)
0. saat 3,430,5 2,7610,4 3,21+0,6 AD*" ¢
3. saat 3,46+0,5 2,61+0,7 3,46x0,4 <0,05%°¢
6. saat 3,11+0,9 1,83+0,8* 2,750,4* <0,05%°¢
24. saat 2,33+0,4* 1,25+0,3* 2,6x0,7* <0,05* ¢

AD; anlamlh degil, a; SF ile DS arasinda, b; SF ile DD arasinda, c; DS ile DD arasinda
* p<0,05; kendi grubunun 0.saat degeri ile karsilastinldiginda

Grafik 6.1. Gruplarin aktive T lenfosit (CD3"/CD25") 3, 6 ve 24.saat yiizdelerinin karsilastiriimasi
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Grafik 6.2. Demir siikroz ve demir dekstran gruplarinin akim sitometrik aktive T lenfosit
(CD3*/CD25%) sonuclari
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7. Antijen sunan hicre (RT1B) Sonuglari

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda DS grubunda antijen sunan (RT1B"
hiicre ylizdesinde 6 ve 24. saatlerde anlaml bir azalma g6zlenmistir (p<0,05). DS
grubu ile DD grubu kargilastiriidiginda DS grubunda RT1B" hiicre yiizdesi 24.
saatte anlamli olarak dusuk saptanmigtir (p<0,05). Antijen sunan hicre (APC)
yuzdesi DS ve DD gruplarinda azalmis olmasina ragmen DS grbundaki azalma
DD grubuna gore anlamli sekilde daha fazla idi. Ayrica APC yiuzdesi DS
grubunda 3. saatten itibaren DD grubunda ise 6. saatten itibaren dismeye
baslamigtir. Kontrol grubu ile DD grubu arasinda farkliik saptanmamigtir
(p>0,05). Gruplarin sonuglari Tablo 10'da verilmigtir. Gruplarin antijen sunan
hicre (RT1B) 0, 3 ve 6.saat yuzdelerinin kargilastiriimasi grafik 7.1'de, 24. saat
ylzdelerinin karsilastiriimasi Grafik 7.2’de gosterilmigtir. Grafik 7.3'de DD ve DS
icin akim sitometrik antijen sunan htcre (RT1B) 24. saat sonuglarindan 6rnekler

verilmistir.

Tablo 10. Gruplarin antijen sunan hiicre (CD3"/RT1B) yiizdeleri

Antijen SF grubu DS grubu DD grubu p degeri
sunan hucre
(RT1B) (%)

0. saat 3,55+1 3,28+1,6 3,6£2,6 AD?* "¢
3. saat 2,8+1,6 2,11+0,7* 3,16+3,2 AD* ¢
6. saat 3,51+2,6 1,35+0,5* 1,91+1,2* <0,05?
24. saat 2,46+1,4* 0,88+0,4* 1,66+0,52* <0,05* ¢

AD; anlamh degil, a; SF ile DS arasinda, b; SF ile DD arasinda, c; DS ile DD arasinda
* p<0,05; kendi grubunun 0.saat degeri ile karsilastinldiginda
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Grafik 7.1. Gruplarin antijen sunan hicre (RT1B) 0, 3 ve 6.saat yuzdelerinin karsilastiriimasi
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Grafik 7.2. Gruplarin antijen sunan hicre (RT1B) 24.saat yuzdelerinin kargilastiriimasi
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Grafik 7.3. Demir dekstran ve demir siikroz gruplarinin akim sitometrik antijen sunan hicre
(RT1B) 24. saat sonuglari
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8. B Lenfosit Sonugclari

Gruplarin kargilastirlmasinda B Lenfositlerin ylzdesi agisindan sadece
6.saatte farklilik saptanmigtir. Kontrol grubu ve DD grubu ile kargilastirildiginda
DS grubunda B lenfosit ylzdesinde 6.saatte anlamli bir azalma go&zlenmistir
(p<0,05). Kontrol grubu ile DD grubu arasinda farkhlik saptanmamigtir (p>0,05).
Gruplarin sonuglari Tablo 11'de verilmigtir. Grafik 8.1'de gruplarin B lenfosit
(CD45RA") 0, 3 ve 24.saat yuzdelerinin karsilastirilmasi, Grafik 8.2'de 6.saat
ylzdelerinin karsilastirilmasi gosterilmistir.

Tablo 11. Gruplarin B lenfosit (CD45RA") yiizdeleri

B lenfosit SF grubu DS grubu DD grubu p degeri
(CD45RA")
(%)
0. saat 19,05+4,2 15,86+2,4 15,03+3,1 AD* "¢
3. saat 18,16+4,2 14,5+3,8 13,345,1 AD? P ¢
6. saat 15,75+4,3 8,81+4,9 13,81+1,8 <0,05*°¢
24. saat 19,45+4,7 16,13+5,4 14,8454 AD® "¢

AD; anlamlh degil, a; SF ile DS arasinda, b; SF ile DD arasinda, c; DS ile DD arasinda
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Grafik 8.1. Gruplarin B lenfosit (CD45RA") 0, 3 ve 24.saat yiizdelerinin karsilastirimasi
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Grafik 8.2. Gruplarin B lenfosit (CD45RA") 6.saat yiizdelerinin kargilagtirimasi
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9. Natural Killer (CD161a") Sonugclari

Grup ici ve gruplar arasi kargilastirmalarda NK hicre yuzdeleri agisindan

3, 6 ve 24. saatlerde anlamh farkhlik saptanmamigtir (p>0,05). Gruplarin

sonuclari Tablo 12'de verilmigtir. Grafik 9'da gruplarin NK (CD161a") yiizdelerinin

karsilastirilmasi gosterilmigtir.

Tablo 12. Gruplarin natural killer (CD161a") yiizdeleri

Natural Killer SF grubu DS grubu DD grubu p degeri
(CD161a")
(%)
0. saat 17,25+3,1 21,86+10,1 17,53+2,5 AD® "¢
3. saat 19,41+5,1 20,3848,7 18,33+7,2 AD® P ¢
6. saat 20,45+1,8 22,61+9,4 19,4+10,5 AD? P ¢
24. saat 15,68+5,4 22,246 20,36+8,9 AD® "¢

AD; anlamh degil, a; SF ile DS arasinda, b; SF ile DD arasinda, c; DS ile DD arasinda

Grafik 9. Gruplarin natural killer (CD161a") yiizdelerinin kargilagtiriimasi
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10. Notrofil (CD11b™) Sonugclari

Grup ici ve gruplar arasi kargilastirmalarda notrofil yizdeleri agisindan 3, 6
ve 24. saatlerde anlamh farklilik saptanmamistir (p>0,05). Gruplarin sonuglari
Tablo 13'te verilmigtir. Grafik 10'da gruplarin nétrofil (CD11b") yiizdelerinin

karsilastirilmasi gortlmektedir.

Tablo 13. Gruplarin nétrofil (CD11b") yuzdeleri

Aktive SF grubu DS grubu DD grubu p degeri
notrofil
(%)
0. saat 15,68+4,7 16,38+7,4 13,6+4,2 AD® "¢
3. saat 15,653 12,91+5,7 12,1143 AD®P:¢
6. saat 9,97+3,5 11,57+3,3 12,68+3,1 AD* ¢
24. saat 12,23+1,6 13,4+4,9 12,75+4,8 AD? b ¢

AD; anlamlh degil, a; SF ile DS arasinda, b; SF ile DD arasinda, c; DS ile DD arasinda

Grafik 10. Gruplarin nétrofil (CD11b") yiizdelerinin karsilastiriimasi
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11. IFN-y Sonuclari

Kontrol grubu ile kargilastiriidiginda DS grubunda 3. saatte IFN-y da

anlaml bir baskilanma oldugu gosterilmigtir (p<0,05). Kontrol grubu ile DD grubu

arasinda anlamh farkhlik saptanmamigtir.

DD grubu

DS grubu

kargilastirildiinda DS grubunda 3. saatte IFN-y seviyesi anlamli sekilde disuk

saptanmigtir (p<0,05). Gruplarin sonuglari Tablo 14’de verilmistir. Grafik 11'de

gruplarin IFN-y 3.saat sonugclarinin kargilastiriimasi gorulmektedir.

Tablo 14. Gruplarin IFN-y sonuglari

IFN-y SF grubu DS grubu DD grubu p degeri
0. saat 105,34+11 92,16+103 216,09+195 AD*™°
3. saat 134,04+89 41,57+20,8 134,04+6,7 <0,05%°¢
6. saat 192,5+100 169,81+105 177,450 AD* "¢
24. saat 159,05+47 190,09+128 228,69+116 AD*™°

AD; anlamh degil, a; SF ile DS arasinda, b; SF ile DD arasinda, c; DS ile DD arasinda

Grafik 11. Gruplarin IFN-y 3.saat sonuglarinin karsilastiriimasi
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* SF ile DS grubu karsilastirildiginda p<0,05; ** DD ile DS grubu karsilastirildiginda p<0,05
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12. Demir, Demir Baglama Kapasitesi ve Ferritin Sonuclari

Kontrol grubu ile kargilagtirildiginda hem DS hem de DD grubunda daha

yuksek demir, daha dusik demir baglama kapasitesi ve daha yiksek transferrin

satiirasyonu saptandi (p<0,05). DS grubu ile DD grubu karsilagtinidiginda DS

grubunda demir, transferin satiirasyonu daha yuksek; demir baglama kapasitesi

daha dusuk saptandi (p<0,05). Gruplarin sonuglari Tablo 15'de verilmigtir.

Gruplarin demir ve transferin saturasyonlarinin kargilastirilmas) Grafik 12'de

gosterilmistir.

Tablo 15. Gruplarin demir, demir baglama kapasitesi, transferin saturasyonu ve ferritin sonuglari

SF grubu DS grubu DD grubu p degeri
Demir (ug/dL) 118,3+7,1 155+19,9 130+10,8 <0,05°™°
Demir Baglama 492,7+78 319,2+51,7 372+21,2 <0,05*" ¢
Kapasitesi
(Hg/dL)
Transferin 24, 5+4,1 49,3+7.6 34,9+3,3 <0,05* "¢
Satirasyonu (%)
Ferritin (ng/mL) 2,4+0,6 2,8+0,5 2,6+0,2 >0,05

AD; anlamh degil, a; SF ile DS arasinda, b; SF ile DD arasinda, c; DS ile DD arasinda

Grafik 12. Gruplarin demir ve transferin satlirasyonlarinin karsilastiriimasi
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13. TNF-a Sonuglari

Hicbir grupta TNF-a aktivasyonu saptanamadi. Pozitif kontrollerde kitin
calismasina ragmen sican serum orneklerinde TNF-a dizeyinin saptanamamasi
bu degerlerin ¢ok disik oldugunu; kitin saptama sinirinin altinda kaldigini

dusundirmektedir.

13. IL-2 Sonuglari
Gruplarda IL-2 dizeyi saptanamadi. Pozitif kontrollerde kitin ¢alismasina
ragmen sican serum oOrneklerinde IL-2 dilizeyinin saptanamamasi bu degerlerin

¢ok dusuk oldugunu; kitin saptama sinirinin altinda kaldigini dustndirmektedir.
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TARTISMA

Calismamizda literatirle uyumlu olarak toplam lenfosit sayisinda demir
sukroz ve demir dekstran yiklemesi ile anlamh degigiklikler saptanmamisgtir [75].
Bu calisma ile demir siikrozun demir dekstrana gére CD4 T lenfositleri azalttigi,
CD8 T lenfositleri arttirdigi, CD4/CD8 oranini dusirdugu, aktive T lenfositleri
azalttidi, antijen sunan hucreleri azalttigi, IFN-y duzeyini dasurdagu ve ayni
zamanda B lenfositleri de azalttig1 gosterilmistir. Bu yonu ile literatirde ilk
caligsmadir.

Demir yuklemesi ile CD4 T lenfositlerin sayisinin azaldigi fazla
transflizyon yapilan talasemili hastalarda, genetik olarak demir depolanmasi ile
seyreden hemokromatozisli hastalarda ve demir yiklemesi yapilan deneysel
calismalarda gosterilmistir [103]. Calismamizda demir sukroz grubunda CD4 T
lenfositlerin sayisinda 3. saatten itibaren dists gortlmistir ve bu diigsme 24. saat
sonunda da devam etmigtir. Demir dekstran ve kontrol grubunda CD4 T
lenfositlerde diusme saptanmamistir. Gupta ve arkadaslarinin yapmis oldugu
hemodiyaliz hastalarindan alinan htcrelerin kilturinde G¢ farkli demir preparatini
(demir glukonat, demir sukroz ve demir dekstran) karsilagtirdiklari ¢alhsma
sonunda her U¢ demir preparatinin da kontrol grubuna gdre CD4 T lenfositleri
anlaml sekilde dustrdugu gosterilmistir. Bu ¢alismada her Gi¢ demir preparati da
100 pg/mL yogunlugunda uygulandiginda demir sukrozun ve demir glukonatin
demir dekstran’a gore CD4 T lenfositleri daha fazla baskiladigi gorulmustir. Biz
calismamizda demir dekstran ile kontrol grubu arasinda farkllik saptamadik.
Hucre kudlturinde kullanilan demir dozu ile ¢alismamizda kullanilan demir
dozlarinin farklihg: ve calismamizin in vivo olmasi bu farkliiga neden olmusg
olabilir. Hemodiyaliz hastalarinda yuratilen demir siikrozun tek doz 30 ve 100
mg olarak hemodiyaliz seansinin sonunda kullanildigr bir ¢ahsmada demir
siikrozun CD11b, CD14, CD36 ve CD45 dagihmi Uzerine bir etkisi
gOsterilememigtir. Bu calismada CD4 ve CD8 T lenfositler calisiimamis ve
hemodiyaliz isleminin etkisi goz ardi edilmistir. Sicanlarda t¢ hafta sure ile gunlik
1,5 mg/kg demir dekstranin intamuskiler uygulandidi bir baska calismada ise
lenfosit sayisinda azalma oldugu gosterilmistir [39]. Bu ¢calismada ¢alismamizdan

farkli olarak demir uygulamasi intramuskuler yapiimig ve ug¢ haftalik bir uygulama
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yapilmistir.  Cahsmamizda tek doz wuygulanmis olup akut etkileri
degerlendirilmistir.

Siganlarda yapilan, in vitro bir calismada demir sitrat yiiklemesinin CD4/CD8
oraninin azalttigi gosterilmistir. CD4/CD8 oranindaki azalmanin lenfositlerdeki en
fazla 12. saatte oldugu 48. saatte ise eski dizeyine geldigi tespit edilmistir [38].
Bizim g¢alismamizda ise demir sukrozun CD4/CD8 oranini 3. saatten itibaren
digurdigu ve bu dustsiun 6. ve 24. saatlerde giderek arttigi gosterilmigtir.
Calismamizda demir uygulamalarinin 24 saat igindeki etkilerini inceledik. Demir
sukroza bagl degisikligin demir sitrata gore daha hizli diizeldigi sdylenebilir.

Calismamizda demir sukrozun demir dekstran ile karsilastinidiginda CD8
T lenfositleri arttirdigini gosterdik. Demir yiklemesi ile CD8 T lenfositlerin arttigi
talasemili ve hemokromatozisli hastalarda gdsterilmis olup mortalite ile iligkisi
kurulmustur [103]. Literatirde demir preparatlarini CD8 T lenfositlerine etkisini
karsilastiran bagka bir calisma yoktur; calismamiz bu nedenle ilk sonuclari
vermektedir.

Hucresel ve humoral immunitenin dengeli ¢alisabilmesi antijen sunan
hiicrelerle T lenfositlerin etkilesimi zorunludur. APC ile T lenfosit etkilesiminden
sonra T lenfositleri aktive olmaktadir. Bu etkilegsimin olmasi igin APC yiizeyinde
yer alan MHC Il gerekli olan molekillerden bir tanesidir. Calismamizda demir
sukrozun antijen sunan hcreleri kontrol grubuna gére 6 ve 24. saatte, demir
dekstran grubuna gore ise 24. saatte anlamh sekilde baskiladigi gosterilmigtir.
APC’ler hem DS hem de DD grubunda azalmis olmasina ragmen DS grubunda
daha fazla azalmigtir. Demir dekstranin ile kontrol grubu arasinda farklilik
saptanmamistir. Daha ©Onceki calismalarda SDBY’li bulunan hastalarin hicre
kaltara cahgmalarinda APC’in MHC Il saliniminin azaldigi gdsterilmistir ancak
buna demir uygulanmasinin etkisinin olup olmadigi c¢ahgiimamigtir [26-28].
Hemokromatozisli hastalarin hicre kultirt galismalarinda makrofajlardan MHC I
saliniminin azaltildigi gosterilmistir ancak bu hastalarda bobrek yetmezligi yoktur
[45-47]. Calismamiz bobrek yetmezligi olmayan saglikli sigcanlarda yuratilmus
olup demir stkrozun MHC Il salinimini azalttigini gosteren ilk caligmadir.

APC ile etkilesen T lenfositlerin aktive olup ¢cogalmalari igin interlokin 2 ile
etkilesmesi gereklidir. Thl veya Th2 lenfositlerin farkllagmasi izler. Thl lenfositler

IFN-y sentezleyerek CD8 T lenfositleri ve makrofajlari aktif hale getirerek EBS’'nin
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selller kolunu baskin hale getirir. Th2 lenfositler esas olarak IL-4 sentezleyerek B
lenfositleri aktif hale getirerek EBS’nin humoral kolunu aktif hale getirirler [31].
Calismamizda demir sukrozun lenfositlerin aktivasyon belirteci olan CD25'i 3.
saatten itibaren baskiladigini ve bunun 24. saatte de devam ettigini gosterdik.
Calismamizda IL-2 dulzeylerini de c¢aligip aktive T lenfositlerin baskilanma
mekanizmasi hakkinda daha net sonuglar sdyleyebilecektik ancak IL-2
diizeylerini tespit edemedik. Literatlirde aktive T lenfositlere demir uygulamasinin
etkisini inceleyen caligma yoktur. Aktive T lenfositler ¢cogunlukla organ nakli
immunolojisinde ¢alisiimig olup dokuda artmasi doku reddi ile yakindan iligkilidir.

Demir yuklenmesi ile IFN-y duzeylerinin azaldigini bildiren c¢aligmalar
vardir. Yedi hafta sureyle agiz yoluyla demir yuklemesi (3000 veya 5000
mg/kg/gun) yapilan farelerde INF-y dizeyinde disme saptanmigtir. Ayni farelere
diguk demir (7 mg/kg/gun) verilmeye baglandiktan sonra da IFN-y duzeyinde
artma oldugu gosterilmigtir [44]. Saglikli insanlarin T helper hicre kultirinde 2,
10 ve 50 pM demir kloridin doz bagimh olarak IFN-y’y1 baskiladigi gosterilmigtir
[46]. Baska bir calismada saglikli insanlardan alinan T helper hiicre kiltirinde 25
MM serbest demirin IFN-y ve MHC Il salinimini azalttig1 ve Th-1 yanitini azalttig
gosterilmistir [45]. Demir yuki olan hemokromatozisli hastalarda da IFN-y
diizeylerinin azaldigi ve IFN-y aracili yolaklarin baskilandigi bildiriimektedir [47].
Calismamizda demir sukrozun IFN-y’y1 baskiladigi gosterilmistir. IFN-y dizeyinin
CD4 T lenfositlerle beraber digmis olmasi ¢alismamizda demir stikrozun daha
¢ok Th-2’leri etkiledigini yansitmaktadir.

Calismamizda demir preparatlarinin  immunite Uzerindeki etkilerini
kapsamli bir sekilde arastirmak igin TNF-a ve IL-2 duzeylerinin de calisiimasini
planlanmistik. Ancak c¢ahsma gruplarinda TNF-a ve IL-2 duzeylerini
saptayamadik. Bu TNF-a ve IL-2 degerlerlerinin kitin saptama sinirinin altinda
olmasindan kaynaklaniyor olabilir.

Serum demir ve transferin saturasyonunu demir sukroz grubunda daha
yuksek saptadik. . Pai ve arkadaslari hemodiyaliz hastalarinda yapmis olduklari
calismada demir glukonat ve demir sukrozun demir dekstrana gore daha fazla

serbest demir agiga cikardigini gostermiglerdir [104].
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Bu veriler calismamizda transferrin satirasyonunun demir sukroz
grubunda demir dekstran ve kontrol grubuna goére anlamli sekilde yilksek
bulunmasini agiklayabilir.

Calismada demir sukrozun B lenfositlerin sayisini 6. saatte azalttigini
belirledik. HD hastalarinda B lenfosit sayisininda azalabilecegini ancak
islevlerinde azalma olmadigini bildiren ¢aligmada demirin etkisi incelenmemistir
[68]. Bu konuda fazla daha fazla ¢alismaya ihtiyag vardir.

Calismamizda demir sukroz ile demir dekstran'in lenfosit dagilimlarina
farkl etkilerinin molekil yapilarinin farklihlgindan kaynaklandigini dusuntyoruz.
intravenz demir preparatlari demir-oksihidroksit jel iceren bir cekirdek ve bu
cekirdegi kaplayan ve molekiliun stabillesmesine yarayan karbohidrat bir kiliftan
olusmaktadir. Bu kilif biyoaktif demirin yavag salinarak hastalar tarafindan kolay
tolere edilebilmesini saglamaktadir. Demir preparatlari arasindaki temel farklilik
cekirdek yapisi ve kilif kimyasinin farkhiligindan kaynaklanmaktadir. Bu farklilik
serbest demir olusturma hizini, molekulin yari émrind, infizyon hizini ve
maksimum tolere edilebilen dozu belirler. Kiigik yapidaki demir molekdlleri daha
hizlh demir agiga cikarmakta ve plazmadan daha c¢abuk uzaklagmaktadir [49].
Demir dekstran demir suikroza gére daha buyuk ¢ekirdege ve kilifa sahiptir. Demir
dekstran demir stkroza goére serbest demir olusturmasi daha az, transferini
doyurma zamani ve plazma yari 6mri daha uzundur.

Bu veriler kuguk molekuler agirhkli  (demir sikroz gibi) demir
preparatlarinin daha fazla toksik etkilerinin oldugunu desteklemektedir.

Sonug olarak demir siikroz CD4" T lenfositleri, CD4/CD8 oranini, aktive T
lenfositleri, antijen sunan htcrelerdeki MHC Il diizeyini, B lenfositleri ve IFN-y
diizeyini baskilamigtir. Ayni etkileri demir dekstran géstermemigtir.

Bu bulgular 1siginda demir siikrozun demir dekstranla karsilastirildiginda
periferik kanda lenfosit dagilimi ve iglevleri Gizerine daha fazla olumsuz etkilerinin

oldugu sonucu ¢ikarilabilir.

Caligmanin Kisithhiklari
Cahsma saglkh ratlarda yudrutuldigu icin bobrek yetmezligi olanlara
sonuglar genellenemez. Calismada 10 mg/kg es deder dozda demir siikroz ve

demir dekstran tek doz olarak uygulanmigtir ve akut etkisi test edilmistir; sonuglar
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uzun dénemde ayni olmayabilir. Diyaliz hastalari tekrarlayan ve bir seferde daha
diguk dozlar almaktadirlar. Cahsmamizda lenfosit dagilimi sadece periferik
kanda calisiimistir dokulardaki dagilimi farkli olabilir. Bu nedenle ileride yapilacak

bircok ¢calisma ile bu sorulara da yanitlar bulunabilir.
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