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PRETERM VE TERM BEBEKLERDE ANNE
VE KORD KANI HEPSIiDIiN DUZEYLERI

OZET

Amag: Yenidoganlarda hepsidin diizeyi ile ilgili yeterli veri bulunmamaktadir. Preterm
bebeklerde hepsidin diizeyi hi¢ calisiilmamistir. Calismamizda anne ve kord kanindaki
hepsidin  diizeyinin  gestasyonel haftalara  gore belirlenmesi ve demir

metabolizmasindaki diger parametrelerle karsilastirilmasi amaglanmastir.

Hastalar ve Metod: Bu calismaya Gevher Nesibe Hastanesi Perinatoloji servisinde
Mayis 2011- Temmuz 2011 tarihleri arasinda takip edilen 102 gebe ve bebekleri dahil
edildi. 33 haftanin alt1 23 hasta, 33-37 hafta aras1 35 hasta ve 37 haftanin istii 44 hasta
caligmaya alindi. Calismaya erken membran riiptiirii, koryoamnioniti olan ve konjenital
anomalisi olan hastalar dahil edilmedi. Anne ve kord kaninda hepsidin, Fe, Fe baglama
kapasitesi, ferritin diizeyi, transferrin saturasyonu ve enfeksiyonu ekarte etmek amaciyla

C-reaktif protein diizeyi belirlendi. Hepsidin diizeyi ELISA yontemiyle calisildi

Bulgular: Calismaya alinan gebeler gebelik haftalarina gore 3 gruba ayrildi. 33 haftanin
altinda 23 gebe, 33-37 haftalar aras1 35 gebe ve 37 haftanin iistii 44 gebe caligmaya
dahil edildi. 33 gebelik haftasinin altindaki 23 annenin median hepsidin diizeyi 121
(min.6.4-max.2846) ng/ml, kordonundan alinan serumda hepsidin diizeyi median degeri
262 (min.90-max.536) ng/ml olarak olgiildii. 33-37 gebelik haftasi arasindaki 35
annenin median hepsidin diizeyi, 92(min.11-max.3936) ng/ml, kordonundan alinan
serumda hepsidin diizeyi median degeri 477(min.10-max.1867.7) ng/ml olarak o6l¢tldii.
37 gebelik haftas1 ve iistiindeki 44 annenin median hepsidin diizeyi 44.5(min.2.8-
max.513.7) ng/ml, kordonundan alinan serumda ortalama hepsidin diizeyi median

degeri 480 (min.5-max.2261.0) ng/ml olarak 6l¢iildii.

Sonu¢: Anne hepsidin diizeyi gebelik yagsi arttikca azalmakta, kord kaninda bu diizey
artmaktadir. Anne hepsidin diizeyleri kord kani hepsidin diizeylerinden daha diistiktiir.

Anahtar Kelimeler: Hepsidin, prematiire, demir metabolizmast
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MATERNAL AND CORD BLOOD HEPCIDIN

LEVELS AT PRETERM AND TERM NEWBORNS

ABSTRACT

Purpose: There is not sufficient data regarding Hepcidin level of newborns. There is
no study on hepcidin level on preterm infants. The purpose is to determine the hepcidin
level of mother and cord blood according to gestational weeks and its comparison with

other parameters in iron metabolism.

Patients and Method: The patients participating in the study have been selected among
102 pregnant women applying to Erciyes University Medical Faculty according to their
gestational weeks. 23 patients under 33 weeks, 35 patients between 33-37 weeks and 44
patients over 37 weeks have to the study. The patients with premature rupture of
membrane, chorioamnionitis and congenital anomaly were not included in the study. In
the mother and cord blood; hepcidin, Fe, Fe binding capacity, ferritine level, transferrin
saturation as well as C-reactive protein level for eliminating the infection have been

determined. Hepcidin level have been studied with ELISA method.

Findings: 102 pregnant women and their babies who are followed in Gevher Nesibe
Hospital Perinatology service between May 2011- July 2011 have been included in this
study. They have been divided into 3 groups according to their pregnancy weeks. 23
pregnant women under 33 weeks, 35 pregnant women between 33-37 weeks and 44
pregnant women over 37 weeks have been included in the study. Median hepcidin level
of 23 mothers under 33 pregnancy weeks have been measured as 121(min.6.4-
max.2846) ng/ml and hepcidin level median value in the serum taken from the cord as
262(min.90-max.536) ng/ml. median hepcidin level of 35 mothers between 33-37
pregnancy weeks have been measured as 92(min.11-max.3936) ng/ml and hepcidin
level median value in the serum taken from the cord as 477 (min.10-max.1867.7) ng/ml.
median hepcidin level of 44 mothers over 35 pregnancy weeks have been measured
44.5(min.2.8-max.513.7) ng/ml and hepcidin level median value in the serum taken
from the cord as 480(min.5-max.2261.0) ng/ml.

Result: Hepcidin level of mother decreases as the pregnancy weeks increases and this
level increases in cord blood. Hepcidin levels of mother are lower than hepcidin levels
of cord blood.

Key Words: Hepcidin, premature, iron metabolism
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1. GIRIS ve AMAC

Hepsidin esas olarak karacigerden sentezlenen, dolasimda bulunan idrarla atilan bir
peptid hormon olup sistemik demir diizenleyicisidir. Hepsidin temel olarak viicutta

demir ve konak savunmasini yaparken, antimikrobiyal olarak da islev gormektedir(1).

Hepsidin  demir metabolizmasinda demir diizeyini azaltici etkisi  vardir.
Hemoglobin(Hb) yapimini sinirlandirarak inflamasyon anemsisine neden olur(2). Fare
hepsidin diizeyinin, barsakta demir emiliminin, plasentadan demir tasinmasinin ve
makrofajlardan demir salimmin negatif diizenleyicisi oldugunu gdsterilmistir(3).
Plazmada demir diizeyi ve dokulardaki demir depolarinin azalmasiyla hepsidin sentezi
uyarilarak, makrofajlardan ve duodenal enterositlerden plazmaya demir salinimi
azalir(2). Diyetle alinan ve hemoglobinden agiga c¢ikan demir; kan kaybi veya hipoksi
gibi eritropoetik uyaricilarin ardindan iiretimi artan eritrositlere yonelir(3). Eritropoetik
uyarilar hepsidin liretimini azaltir. Hepsidin {iretiminin azalmasi demir emilimi ve
makrofajlardan demir salinimi {izerine olan inhibitor etkisini de ortadan kaldirarak, daha

fazla demirin eritropoez i¢in kullanilmasini saglar(3).

Inflamasyon sirasinda hepsidin diizeyi artarak makrofajlar, hepatositler ve duodenal
enterositlerde ferroportinin hiicre igine alimimini ve yikimini uyararak demirin bu

hiicrelerde tutulmasina ve plazmaya demir gegisinin azalmasina neden olur(4).

Dogumda bebegin viicudunda toplam 1 gr demir vardir. Bunun tamami anneden bebege
plasenta yoluyla gecer. 600 mg civar1 maternal diyetle ve menstruasyonun kesilmesi ile
gelir. 400 mg’1 da maternal depolardan gelir(5). Yapilan bircok caligmada demir

suplemantasyonunun  prematuriteyi ve dogum  komplikasyonlarim1  dnledigi
1



gosterilmistir(6,7,8). Demir diizeyinin diismesi mental gerilik ve adolesan ¢agda mental

problemlere yol agmaktadir(9,10).

Insanlarda gebeligin erken dénemlerinde diisiik demir diizeyi ile dogumda bebegin daha
diisiik oldugu iliskilendirilmistir. Demirin asir1 yliksek olmasi yani anemik olmayan bir
gebeye demir suplemantasyonu, diisiik dogum agirhig1 ve gestasyonel diyabet gelisimi

gibi negatif sonuglar dogurabilir(11).

Demir fetal karacigerde hepsidin salimimiyla regule edilir. Demir diizeylerinin
azalmasiyla hepsidin iiretilir. Hepsidin fetal dolagima salindiginda bilinmeyen bir

mekanizmayla plasentayla etkilesir.(12)

Bu sebeple demir metabolizmasini etkileyen hepsidin hormonu anne ve yenidoganlar

i¢in 6nem arz etmektedir.

Bu calismada hem viicutta demir ve konak savunmasini yapan, hem de antimikrobiyal
olarak da islev gordiigii goz Oniinde bulundurulan hepsidin hormonunun anne ve
yenidoganlarda  gestasyonel haftalarina gore diizeyleri belirlenerek, demir

metabolizmasi ve anne yenidogan arasinda iliskiyi tespit etmek amaglandi.



2. GENEL BILGILER

2.1. ANEMi

Periferik kandaki hemoglobin miktarinin, hastanin yas ve cins i¢in bildirilen normal
degerlerin altina inmesi haline “anemi” denir(13). Hemoglobin degerinin 2 standart

deviasyon altinda olmasi seklinde de tanimlanabilir(14).

Normal hemoglobin yenidogan infantlarin kord kanindaki diizeylerin dl¢limiiyle tespit
edilmistir. Oski ve Naiman’ a gore yenidoganlarda normal hemoglobin degeri 13.7 ila
20.1 gr/dl, ortalama 16.8 g/dl dir(15). Blanchette ve Zipursky(16)’ 1 saglikli
yenidoganlarda yaptig1 ¢alismada benzer sonuglar elde edilmis, kord kani hemoglobin
diizeyleri term infantlarda 16.9+ 1.6 g/dl, preterm infantlarda 15.9+ 2.4 g/dl olarak
tespit edilmis. Prematurler i¢in kesin degerler kordosentezle alinan orneklemelerin
sonuglar1 bilinmektedir. Forestier ve Collegues(17)’ den alinan veriler fetal hayatin 18
ila 29 haftalar1 icin ve 36 haftadan daha biiyiikk fetuslarin verilerine gore tablo
yapilmistir(Tablol).

Tablo I. Gebelik siiresince fetus normal eritrosit degerleri

Gebelik Eritrosit Hemoglobin Hematokrit | OrtalamaEritrosit
haftasi (X10%/L) (g/dl) (%) Hacmi (MCV)
(fL)
18-21 2.85+0.36 11.7+£1.3 37.3+43 131.11 £10.97
22-25 3.09 £ 0.34 122+1.6 38.6+3.9 125.1+7.84
26-29 3.46 +0.41 129+1.4 409 +4 .4 118.5+7.96
>36 4.7+0.4 16.5+1.5 51.0+4.5 108 +5

3




Bu verilerin 15181da kord kan1 hemoglobin diizeylerinin 13.0 g/dl den daha diisiik olmas1
36 gebelik haftasinin altindaki preterm ve term infantlar i¢in anormal oldugunu
diisiindiirtir. 26 gebelik haftasinin altindaki ¢ok kii¢iik preterm infantlar i¢in hemoglobin
diizeyinin 12.0 g/dl’ nin altinda olmasit anormal olarak kabul edilir. Eger anemi

geligsmigse aneminin nedenlerine yonelik dikkatli aragtirma yapilmalidir.

Yenidogan infantlarin hemoglobin diizeylerindeki degisikligin bir nedeni de plasental
transfiizyondur. Dogumda, kan hizla plasentadan infanta dogru geger ve plasental
transflizyonun dortte biri dogumun 15. saniyesi i¢inde olusur ve 1. dakikanin sonunda
transflizyonun yarist gerceklesir(18). Plasental damarlar dogumda 75 ila 125 ml kan
ihtiva eder(19). Usher ve ark.(20)’ nin yaptig1 calismada kordun ge¢ kleplenmesiyle bir
infantin kan voliimii % 61’ e kadar artis gosterir. Bu ¢alismada kordonun dogumda
hemen klemplendigi grupla, kordonun ge¢ klemplendigi grup karsilastirildiginda;
zamaninda klemplenen grubun ilk 72 saatte eritrosit kiitlesi 31 ml/kg iken gec
klemplenen grubun eritrosit kiitlesi 49 ml/kg idi. Kordonun ge¢ klemplenmesine ragmen
infantlarin yiiksek hemoglobin degerine sahip olmasi plesantal transfiizyona baglh
artabilecegi gibi dogum sirasinda infantin plesantadan yiiksekte tutulmasiyla bu degerler

Onlenebilir. Bu durumda plesantanin icine kan kaybi olabilir ve bdylece anemi

olusabilir(21).
2.1.1. Prematiire Anemisi

Dogumdan sonra plasental transfiizyon nedeniyle ekstravaskuler alandan plazmanin
gecisine bagl gecici olarak hemoglobin konsantrasyonunda artis olur(22). Dogumdan
sonra term yenidoganlarda hemoglobin konsantrasyonu giderek azalir. 8-12. haftalarda
en diisiik degerlere term infantlarda 11.4-£0.9 g/dl’ ye preterm infantlarda 7.0-10.0
g/dl’ye ulasir.

Hemoglobindeki diislislin ¢esitli sebepleri vardir. Prematiire anemisinin 3 fazi

tanimlanmaistir.



2.1.1.1. Faz 1

[k faz dogumdan sonraki ilk 2 ay boyunca gériiliir ve birgok faktore baglhdir. Uterusta
fetus hipoksemiktir ve buna bagl olarak eritropoetin(EPO) uyarilir. Dogumdan sonra
Pa02 deki artisla birlikte EPO iiretimi baskilanir. Plazma EPO dogumdan sonraki 3.
haftada oOlciilemeyecek diizeye kadar diiser. Sonugta eritrosit iiretimi hayatin ilk
haftasinda bir¢cok faktor tarafindan azalir. EPO iiretimi ve hemoglobin sentezlenmesi

hayatin ilk 2 haftasinda en alt diizeydedir(23)(Sekill).

J
o
|
-

Dally Hb-synthesis (% of total circulating Hb)

0123458 678910

Age (days)
Sekil 1. Dogumdan yasamin ilk 10 giiniine kadar hemoglobin sentez hizi(24).

Diisilk EPO diizeylerine ek olarak, eritrosit yasam siiresi premature infantlarda, term
infantlara ve yetigskinlere gore daha kisadir. Eritrositin yasam siiresi prematiire

infantlarda 35- 40 giin iken term infantlarda 60-70 giin, erigkinlerde 120 giindiir(23, 25).

EPO f{iretiminin dogumdan hemen sonra sonlanmasi ve eritrosit Omriiniin kisa olmasi
nedeniyle hemoglobin en diisiik degerlerine ulasir. Prematurelerde en diisiik Hb degeri
yasamin 5-8. haftalarinda olup ortalama 8 g/dl’dir. Ancak term infant en diigiik degerine
8-12. haftalarda ulasir, ortalama Hb diizeyi 11 g/dl’ye kadar diiser(23, 25).
Prematurelerin en diisiik Hb degeri term infanlarinkinden daha diisiiktiir. Ornegin,
dogum agirlig1 1000-1500 g olan infant i¢in Hb degeri 8 g/dl, 1500-2000g olan infant
icin Hb degeri 8.5 g/dl, 2000-2500 g olan infant i¢cin Hb degeri 9 g/dl dir(26).



Bu aneminin ilk fazi boyunca viicuttan demir c¢ikarilmaz. Eritrositlerin yasam
siirelerinin daha kisa silire olmasi nedeniyle demir birikir, demir kayb1 olmaz. Bdylece
demir Ol¢limii normaldir bu nedenle yasamin ilk birka¢ haftasinda demir destegi
Onerilmez. Buna bagli olarak aneminin ilk asamasi demir eksikligi anemisi degildir,

normokrom bir anemidir(26).
2.1.1.2. Faz Il

Ik faz1 takiben EPO iiretimi ve eritropoez kaldig1 yerden devam eder ve aneminin ikinci
faz1 baglar. Bu orta faza kadar hemoglobinin hacmi artmaya baglar. Ciinkii infantlarin
kilo almaya baslamasiyla es zamanli voliim ekspansiyonu olur ve hematokrit artar.
Hematokrit degerindeki diisiis ve sonraki yiikselise ragmen baslangigtaki Hb
konsantrasyonuna bagli olarak infantlarin ¢ogunda ilk 3 ayinda ayni diizeyde anemi

goriliir(26).

Hemoglobinin erken artisindaki demirin kaynagi aneminin erken fazinda serbest kalan
ve depolanan demirdir. Bu 2. fazin uzunlugu direk olarak Hb hacmine ve dogumdaki
demir deposuna baglhidir. Genellikle bu faz yaklasik 6-8 haftada demirin tiikenmesiyle

sonlanir(26).
2.1.1.3. Faz 111

Eger disardan demir saglanamazsa yaklasik olarak yagamin 3- 4. ayinda aneminin geg
fazi olusur. Bu hipokrom mikrositik anemi hemoglobin konsantrasyonundaki derin
diisiisle iliskilidir(26). Demir eksikligi hayatin 2. yilina kadar devem edebilir. Bu fazi
durdurmak i¢in demir tedavisi tiim premature infantlarda Onerilir. Demir tedavisi Hb

konsantasyonunun artigini ve aneminin diizelmesini saglar(27).

Higbir nutrisyonel ilaveyle diizelmeyen ve sorun yaratmayan duruma siit ¢ocugunun
fizyolojik anemisi denir. Preterm yenidoganda hemoglobindeki diisiis daha hizli ve
erken olur. Preterm bebegin dogum tartis1 ne kadar azsa hemoglobindeki diisiis de o
kadar fazla olur. Dogum tartis1 1200 gramin altinda olanlarda alt deger 7.8 = 1.4 g/dl’ ye

kadar iner. Bu tabloya prematiire anemisi denir(28).



Prematiire bebeklerde uterus dis1 ¢evreye adaptasyon mekanizmalar1 tam degildir.
Anemik prematiire bebeklerdeki EPO diizeyi; verilen anemi derecesinde

eriskinlerdekiyle kiyaslandiginda hala 6nemli derecede diisiiktiir(28).

Prematiire anemisi olarak adlandirilan bu normositik, normokromik anemi siklikla
gebelik yaglart 32 hafta ve daha kiiclik bebekleri etkiler ve yenidogan doneminde
gorililen en sik anemidir. Prematiire anemisi demir, folat veya vitamin E ilavesine cevap
vermez. Eritropoetin prematiire bebeklerde eritropoezi uyarma ve transfiizyon ihtiyacini
azaltmada bagarilidir. Ancak demir ilavesi yapilmadan verilen eritropoetin tedavide
basarisizdir. Prematiire anemisinin tedavisinde rekombinant eritropoetin, demir, E
vitamini desteginden baska folik asit, protein, ¢inko ve bakir igeren diyetle beslenmenin
de Oonemi vardir. Tedaviye bakmaksizin, prematiirite anemisi altinci ayla birlikte

ortadan kalkar ve uzun dénemli izlem gerektirmez(29).
2.1.2. Yenidogan Doneminde Hemoglobin

Dogumda kan voliimiiniin yaklasik 1/3’ii plasenta i¢indedir. Gobek baginin kesilme
zamani, yenidogan bebegin kan degerleri {izerinde belirgin derecede etkili olur. Plasenta
damarlarinda, bebektekinin 1/4-1/3' {i kadar kan bulunur. Normalde dogumdan sonraki
ilk 15 saniye icinde plasentadaki kanin '4° {i, birinci dakikada 2’ si bebege gecer.
Dogumdan sonra umblikal arterlerde hemen biiziilme olur ve bebegin kani plasentaya
gecmez. Buna karsilik umblikal ven agik oldugundan plasentedan bebege kan akimi
devam eder. Kordon kaninda hemoglobin konsantrasyonu ortalama 16.8 g/dl olup 14-20

g/dl arasinda degisir(28).

Erkek cocuklarda bu konsantrasyon daha yiiksektir ve gebelik haftasi arttik¢a artar.
Gebeligin 38- 40. haftalarinda yaklasik 1.3 g/dl artar.

2.1.3. Yenidogan Doneminde Hematokrit

Kordon kaninda normal hematokrit degeri ortalama % 51.3-56 arasindadir. Ik

haftalarda hematokrit hemoglobine paralel artis ve azalig gosterir.



2.1.4. Yenidogan Doneminde Eritrosit

Dogum sirasinda hemoglobin ve hematokrit degerleriyle paralellik gosterir. Eriskinde
120 giin olan ortalama yasam siiresi neonatal eritrositler i¢in 45-70 giindiir(28);
pretermlerde bu siire daha da kisadir. Eritrosit zar yapisinda da bir takim farkliliklar
vardir. Ornegin kan grup antijenleri daha az belirgindir. Zarin gegirgenligi ve eritrosit

metabolizmasinda da eriskine gore farkliliklar goriiliir.
2.1.5. Yenidogan Doneminde Retikiilosit sayisi

Dogumda retikiilosit sayis1 aktif eritropoez nedeniyle yiiksektir (ortalama 9%5).

Postnatal 3. giinden sonra hizla diiser. Pretermlerde ortalama degeri % 7.3’ tiir(28).
2.2. DEMIR METABOLIZMASI

Demir dogada en yaygin bulunan element olup tiim canli organizmalarin ihtiyag
duydugu bir metaldir. Yaklasik iicte ikisi hemoglobinin yapisinda, kalan1 miyoglobinde,
solunum zinciri enzimlerinde ve hepatik ferritin olarak depo halinde bulunur. Elektron
transfer reaksiyonu, gen diizenlenmesi, oksijenin baglanmasi ve transferi, dokularda
depolanmasi, hiicre biiyiime ve farklilasmasi ve oksidatif enerji metabolizmasi gibi

biyokimyasal reaksiyonlarin gelismesi i¢in zorunludur.

Elektron alicis1 vericisi olabilme 6zelligi, fazla miktardaki serbest reaktif demirin neden
toksik oldugunu da aciklayabilir. Insan viicudu birgok metabolik siiregte oksijene
gereksinim duymaktadir. Normal hiicresel islevler sirasinda serbest oksijen radikaleri
olan siiperoksit ve hidrojen peroksit olusur. Serbest oksijen radikallerinin artmasi
durumunda sitoplazmada indirgenmis halde bulunan iki degerlikli demir hidrojen
peroksit, siiperoksit veya lipid peroksitle Fenton ve Haber-Weis tipi reaksiyona girer,
olusan radikaller lipid membrani, protein ve DNA’ ya hasar verir. Bu nedenle demirin
proteinlere dogrudan veya heme formunda baglanarak reaktif olmasi engellenir (30-

33).

Demir eksikliginin veya fazlaliginin degisik mekanizmalarla hiicre 6liimiine yol agmasi
nedeniyle demirin homeostazi yani organizmada ihtiyaci karsilayacak ancak zarar

vermeyecek diizeyde tutulmasi zorunludur.



Demir homeostazinin, barsaklarda demir emiliminin siki bir sekilde diizenlenmesi ile
saglandig1 yillardir bilinmektedir(34). Diyetle demir emiliminden baska makrofajlar
tarafindan fagosite edilen yaslanmis eritrositlerin demiri geri kullanima tekrar

kazandirlir.

Bu islemde sitozoldeki heme demirinin disariya ¢ikarilmasinda Heme Oksijenaz-1 (HO-
1) enzimi 6nemli rol oynamaktadir. 1997’ de duodenal fircamsi kenardan metallerin
tasinmasini saglayan divalan metal transporter (DMT1)’in kesfinden sonra bu alanda
hizli gelismeler oldu(35). Bazolateral transmembran demir aktarici Ferrroportin; Iregl
ve Tfnin transferrin liganda baglanmasini azaltict hemakromatozis geni (HFE) 1998
yilinda, duodenal fircamsi kenarda yerlesik sitokrom B 558 (Dcytb) ve transmembran
bagli ferroksidaz olan hephaestin 1999 yilinda, viicutta demir metabolimasinin ana
diizenleyicisi oldugu diisiiniilen hepsidin 2001 yilinda ve hem’ in emiliminden sorumlu
hem carrier protein 1 (HCP) 2005 yilinda demir metabolizmasindaki yerini

almislardir(36).
2.2.1. Demir Emilimi

Diyetle alman demir duodenumdan emilir. Organizmanin dokiilen barsak mukoza
hiicreleriyle ve diger yollarla kayiplarin1 karsilamak i¢in diyetle alinan demirin, 1-2
mg/giin emilimi yeterlidir. Viicut demirinin biiyiik boliimii eritrosit hemoglobininde,

karaciger, kas, retikiiloendotelyal sistem makrofajlarinda bulunmaktadir.

Ferrik demir (Fe?®), ferr6z (Fe?) demire indirgenir. Bu reaksiyon duodenum epitelinin
apikalinden alinir, hiicre i¢i depolanma veya hiicreler arasi etkilesim ve basolateral

saliim gibi ¢esitli basamaklar sonucu olusur.

Diyetle alinan Fe?, duodenum kenarindaki Dcytb ile Fe*’ye indirgenmekte, DMT1 ve
HCP-1 tastyicilar araciligiyla fircamsi kenar membranindan enterositlere alinmaktadir.
Hemin icindeki demir ise HCP-1 tarafindan enterosite kazandirilan hem’ in HO-1 ile
parcalanmasiyla ayrilir. Fe? hiicrede ferritin olarak depolanip, dokiilen enterositlerle
birlikte atilmakta veya ferroportin araciligiyla basolateral membrandan plazmaya

transfer olmaktadir.



En yogun olarak karaciger tarafindan iretilen hepsidin enterositlerden ve
makrofajlardan demir ¢ikisim1 ferroportin iizerinden inhibe ederek plazma demirini
kontrol eder. Artmis hepsidin iiretiminin, plazma demir diizeyini azaltacagi anlamina
gelir. Fe? hephaestin araciliyla Fe* olarak dolasima salinmaktadir. Demirin, demir
transfer eden hiicreler olan enterosit, hepatosit ve makrofajlardan ¢ikisini saglayan tek
protein olan ferroportin aracili salinimi, demir homeostazinin énemli bir belirtecidir.
Plazmaya aktarilan ferroz demirin dolasimda Tfe baglanabilmesi i¢in dnce barsak
hiicrelerindeki ferroksidaz enzim hephaestin ile tekrar Fe® haline okside edilmesi
gerekir. Oksidasyon sonrasi demir transferrine baglanmakta, demir ihtiyact olan
hiicrelerin ylizeyinde bulunan transferrin reseptorii 1 (TfR1) aracilifiyla hiicrelere

alinmaktadir (36- 38).

Demirin plazmaya salinmasi ise yash eritrositlerdeki Hb’ inin makrofajlar tarafindan
geri doniisiimii, hepatositlerden demirin salinimi, duodenal enterositler tarafindan
diyetten demirin absorbsiyonu, fetal gelisim sirasinda plasenta yoluyla anneden bebege
demir transportu sayesinde gerceklesir. Hepsidin, FPN diizeyinin azalmasina ve demirin
plazmaya akisinin inhibe olmasimma neden olur. Plazma hepsidin diizeyi ise demir

diizeyi, anemi ve hipoksi ile diizenlenir. Boylece bir dongii tamamlanmistir(2) (sekil2).

vaglanan hiicrelerm gen doniisiimii

: \ 4
ErAEVe Femoportin  Nakrofaj
diger demir Plazma Denurl Feroportin. e num
kullamerlary Ferroportin Hepatosit

Demir

0,00}

Hepsidin

Mikrobik Hepatosit

uyari

Sekil 2. Plazma hepsidin diizeyinin demir diizeyi, anemi ve hipoksi ile diizenlenmesi(2).

10



2.3. FETAL DEMIR REGULASYONUNDA PLASENTANIN ROLU

Dogumda bebegin viicudunda toplam 1 gr demir vardir. Bunun tamami anneden bebege
plasenta yoluyla gecer. Bu demirin 600 mg civar1 maternal diyetle ve menstruasyonun
kesilmesi ile gelir. 400 mg’ 1 da maternal depolardan gelir(5). Yapilan bir¢ok ¢alismada
demir suplemantasyonunun prematuriteyi ve dogum komplikasyonlarmi onledigi

gosterilmistir(6-8).

Demir diizeyinin diismesi mental gerilik ve adolesan ¢agda mental problemlere yol

acmaktadir(9,10).

Sicanlar {izerinde yapilan deneyler gostermistir ki annelerin demir eksikligi fetal

gelisimde gerilige ve organ ve sekil bozukluguna yol agmaktadir(39, 40).

Insanlarda gebeligin erken dénemlerinde diisiik demir diizeyi ile dogumda bebegin daha
disiik agirlikta oldugu iliskilendirilmistir. Demirin agir1 yiiksek olmasi yani anemik
olmayan bir gebeye demir suplemantasyonu, gestasyonel diyabet gelisimi gibi negatif

sonuclar dogurabilir(11).

Insanlarda hemomonokoryal tip plasenta vardir. Bu tipte sinsityal hiicreler ve
sinsityotrofoblastlar tek ¢izgi iizerindedir. Maternal yiizdeki sinsityumun membrani

mikrovillus olarak katlanarak plasentanin yiizey alanini genisletir(41).

Besleyici madde sinsityumu geger fetal kapiller yilizeyin bariyerinden transfer edilir.

Demirin plasentadan geg¢isi ve regulasyonu sekilde gosterilmistir(Sekil 3).
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Sekil 3. Plasentaya demir transfer mekanizmasi(12)

Serumda demirin biiylik kismi transferrine bagli olarak tasinir. Transferrin her molekiile
demirin 2 atomuyla baglanir ve normal hali %30 civarindadir. Bu say1 gebelikte
degisiklik gosterir. Transferrin bir glikoprtoeindir, fakat seker kisminin fonksiyonu
heniiz tam  bilinmemektedir. Ilging olarak  gebelikte bunlarin  durumu

degismektedir(42,43).

Demirin plasentaya transferinde ilk adim transferrinin kendi reseptoriine baglanmasiyla
baslar. TfR, membranin apikal ylizeyindedir. Ph 7.4 iken, diferrik transferrin reseptore
yiiksek afinite gosterir(44). Apo-transferrin, karsit olarak reseptore diisiik afiniteye
sahiptir, serumda apo-transferrinin yiiksek oldugu durumlarda diferrik form

baglanacaktir.
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Baglanma sonrasinda kompleks tabakanin ¢ekirdegine internalize olur ve endozomlarda
asit salinir. Muhtemelen H-ATPase’ 1n aktivasyonuyla bu durum gergeklesir. Diisiik ph’
da baglanma afinitesi geriye doner; apotransferrin diferrik transferrine yiiksek afinite
gosterir. Ayrica demirin transferrine baglanmasi 6nemli dlgiide azalir. Sonug olarak
protein kalintilar1 reseptore bagli kalirken, demir transferrinden ayrilarak vezikiil iginde
serbest kalir. Daha sonra demir vezikiilden sitozol i¢ine gecger. Cogu durumda ve ¢ogu

hiicre tipinde DMT1(divalen metal kanal) denilen kanal sayesinde bu ge¢is saglanir.

DMTI1 olmayan farelerde anneden yavruya demir gegisiyle ilgili bir ¢caligma yapilmais.
Bu calismada demir gegisinin devam ettigi goriilmiis. Buna gore plasentada ek olarak
baska bir mekanizma daha olmali ki DMT1 olmayan farelerde anneden fetusa demir

gecisi saglanmaktadir(12).

Demirin sitozolden hiicrenin bazolateral ylizeyine ge¢inin nasil saglandigi tam olarak
bilinmemektedir. Bakir metabolizmasinda, kendi oksidoreduksiyon kapasitesini

azaltarak metal baglayan ve serbest radikal olusumunu saglayan proteinler vardir(45).

Bazolateral membran demirden zengin hale gelince demir fetal sirkulasyonun igine
ferroportine dogru ayrilir(46). 2 degerlikli demir bu kanal yoluyla gecer ancak fetal
transferrine Fe® olarak baglanir. Barsaklarda bu hephaestin denilen bakir bagiml
ferroksidaz  tarafindan  taginilir.  Plasentada  hephaestin  gorevini  zyklopen
saglamaktadir(47). Zyklopen seruloplazmin benzeri protein olup seruloplazminle benzer
sekilde oksidaz aktivitesine sahiptir. Fakat anti-seruloplazmin antikorlar tarafindan
farkli etkilere sahiptir(48). Zyklopen seruloplazminden daha biiyiiktiir, hem demir hem
de bakir tarafindan diizenlenir. Plasentada ferroksidaz aktivitesi gosterir ve aktiviteyi
down regule edebilecek siRNA’ ya sahiptir. Su anki hipotez zyklopenin fetal transfere

dahil olmadan 6nce plasentada Fe?*’ yi Fe*’ e okside etmesidir(47).
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Ferroportin gérevini yapan protein HFE geni tarafindan diizenlenir. Bu hemakromatozis
geninin irlniidiir ve ferroportinle beraber hiicreden demirin digsar1 alinmasinin
diizenlenmesinde rol oynar(49). Ek olarak transferrin reseptoriiniin ikinci formu olan
TfR2; demir’ in disar1 salmiminda gorevlidir(50). Fakat plasentadaki rolii kesin
bilinmemektedir. TfR ve ferritin diizeyleri hiicre i¢cinde demir regiilator protein 1 ve 2
tarafindan regule edilmektedir(IRP1,2). Bunlarin rolii demirin yeterli olup demir
baglanmasinin gerekli oldugu kompleksi olusturmaktir. Bunu TfR ve ferritinin
mRNA’smin 3 veya 5’ koluna baglanarak gerceklestirirler. Demir yoklugunda bu
olaylar tersine isler; mRNA’ ya IRP’ ye baglanir, TfR mRNA’ s1 stabil hale geger,

ferritin mRNA” sinin translasyonu 6nlenir(51).

Sicanlarda maternal demir eksikligi, yavrularinda daha biiyiik kalp, daha diisilk dogum
agirhigl, yiikksek kan basiciyla sonuclanmistir. Bu durum yavrularin demir durumu

normal olmasina ragmen yetiskinliklerinde de devam etmistir(52).

Bu caligmalar diyetle demir aliminin plasentaya demirin transferinde énemli oldugunu
gostermistir(53). Bu ¢alismada siitten kesilen anne sicanlara 2 hafta boyunca normal
diyet verilmis. Bir gruba gebeligin ilk yarisinda ikinci gruba gebeligin ikinci yarisinda
demir suplemantasyonu verilmis. Ik grup anne hematokrit diizeylerinde degisiklik
goriilmezken, ikinci grup anne hematokrit diizeylerinde azalma goriilmiis. Maternal
demir diizeyleri olgiildiigiinde gebeligin yarisinda yapilan demir suplemantasyonu
karaciger depolarmi karsilamadigi fakat gebelik sonrasinda demir eksikligi olan
hayvanlarda demir depolarinin korundugu goriilmiistiir. Anne ve yavru demir diizeyleri
karsilastirildiginda anne demir diizeyleri % 30 iken yavrularda %70 civarinda
Olclilmiistiir. Bu durum fetus ile anne arasinda bir hiyerarsinin oldugunu gostermektedir.
Bu c¢alismalarin sonunda; fetal hematokrit ve demir diizeyleri kontrol grupla
karsilagtirildiginda demir eksikligi olan hayvanlarda azaldigi, gebeligin 2. yarisinda
suplemantasyon fetal demir ve hematokrit diizeylerini diizelttigi, gebeligin ilk yarisinda

suplementasyon ayni etkiyi géstermedigi anlagilmistir(12).

Bu sonuglar maternal karacigerde gebeligin ilk yarisinda demirin biriktirildigi ve fetal
demir diizeyleri yiiksek olacak sekilde bagislandigin1 gosterir. Demir akist Oncelik

sirasina gore siralanirsa fetus, maternal hematokrit, maternal demir deposu olur.
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Demir metabolizmasi fetal karaciger ve hepsidin tarafindan diizenlenir. Demir eksikligi
olan fetusta hepsidin diizeyleri daha diisiiktiir. Hepsidin salinimi plasentada TfR
diizeylerine baglh degisir. Bu anneden fetusa demir transferinde diizenleyici basamagi

gosterir.

Demir fetal karacigerde hepsidin salinimiyla diizenlenir. Demir diizeylerinin
azalmasiyla hepsidin iiretilir. Hepsidin fetal dolagima salindiginda bilinmeyen bir
mekanizmayla plasentayla etkilesir. Bazolateral yiizeyle arasindaki iletisim, hepsidinin
lokalize oldugu yere, mikrovillus yiizeyine, TfR’ lerin bulundugu yere gore reseptor
diizeylerinde degisiklik ve demir birikimiyle sonuglanir. Bu progesin nasil oldugu heniiz

tam bilinmemektedir(12).

Fetal karaciger kuru agirligi ve demir diizeyleri hesaplanmis, fetal kuru karaciger demir
diizeyleri diisiikken maternal hepsidin diizeyleri ¢ok diisiik Ol¢iilmiis, ancak fetal
karaciger demir diizeyi 1200 mcg/g’ 1n istiinde olan siganlarin annelerinde hepsidin

diizeyinin arttig1 tespit edilmig(12).
2.4. HEPSIDININ KESFi

2001 yilinda Park ve ark.(54) c¢esitli insan viicut stvilarinin antimikrobiyal 6zelliklerini
incelerken, idrarda karaciger kaynakli (hep-) ve in vitro antibakteriyel 6zelliklere (-
cidin) sahip yeni bir peptid bulmus ve onu hepcidin (hepatik bactericidal protein) olarak

adlandirmastir.

Krause ve ark.(55) 2000’ de aymi peptidi plazma ultrafiltratindan izole etmis ve
karacigerde c¢alisan antimikrobiyal peptid (liver-expressed antimicrobial peptide-
LEAP-1) olarak adlandirmistir. Sistemik demir homeostazindaki rolii diyetle demir
yiiklenen farelerin karacigerlerinde hepsidin mRNA’ sinin asir1 saliniminin gézlenmesi
ille fark edilmistir(56).  Giiniimiizde  hepsidin, demir  metabolizmasinin

diizenlenmesindeki temel hormon olarak kabul edilmektedir(36).
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2.4.1. Hepsidinin Yapis1

19q13.1 kromozomunda yer alan insan hepsidin geni, 84 aminoasidlik (aa) dncii protein
pre-prohepsidini kodlar. Pre-prohepsidin, 64 aminoasitlik pro-hepsidin peptidi olarak
endoplazmik retikulum liimenine aktarilir. 39 aminoasitlik oncii peptidin ayrilmasi
sonucu, 25 aminoasitlik olgun biyoaktif hepsidin-25 olusur(1). Karacigerde sentezlenen,
plazmada bulunan ve idrarla atilan hepsidinin 25 aminoasitlik formun yani sira idrarda,
muhtemelen 25 aminoasitlik formun yikim {iriinleri olan 20 ve 22 aminoasitlik formlari

da bulunur(1,32).
2.5. HEPSIDININ BiYOLOJIK iSLEVLERI

Hepsidinin viicutta bilinen en az iki farkli iglevi vardir. Bunlar anti mikrobiyal islevi ve

konak savunmasidir.

Infeksiyon sirasinda infeksiydz ajanlar solunumsal sitokrom gibi esansiyel molekiilleri
sentez etmek i¢in demiri kullanirlar. Bazi durumlarda 6zellesmis homolog molekiiller,
infeksiyoz ajanlarin demiri kullanmalarini 6nlemek amaciyla demir transportunda ve

dagiliminda kullanilirlar.

Beyaz kiire ve epitelden tretilen laktoferrin plazma demir tasiyicisi olan transferrinin
homologu olarak gorev yapar. Makrofajlarin fagositik vakuolleri bir divalant metal
tastyicist igerir. Nrampl adi verilen bu tasiyict duodenal demir tastyicis1 olan DMT1
(Nramp2) homologudur. Nramp1’ in fagositik vakuollerde bulunan sindirilmis veya
parazitik mikroplarin demirini bosalttig1 diisiiniilmektedir. Son zamanlarda bazi
bakterilerde bulunan ve demir alimmi saglayan siderofor adi verilen kiigiik organik
molekiillerin notrofiller ve bazi epitelyum hiicreleri tarafindan {iretilen lipokalin
(siderokalin) tarafindan baglandig1 gosterilmistir(20). Biitiin bu lokal mekanizmalara ek
olarak omurgalilar sistemik olarak da plasma demir konsantrasyonunu diisiirerek de
infeksiyona yamit verirler (Inflamasyona bagl hipoferrinemi). Hemokromatozisli
hastalarin bazi tiir infeksiyonlara daha yatkin oldugu bilinmektedir. En son bulgular
inflamatuvar hipoferrineminin sitokin bagimli olarak hepsidin {iretiminin azalmasi ile

oldugunu gostermistir.
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Sonu¢ olarak makrofajlar tarafindan geri doniistiiriilen ve duodenal enterositler
tarafindan absorbe edilen demirin plazmaya salinimi bloke edilmis olur. Boylece demir
makrofajlarin ve enterositlerin sitoplazmasinda kalir. Plazma demirinin Hb iiretiminde
kullanilmasina devam etmesi kandaki transferrine bagli demirin hizla diismesine neden
olur. Bu durum uzun siirerse plazma demirinin belli aralikta tutulmasi amaciyla Hb

yapimi sinirlandirilir ve sonugta inflamasyon anemisi gelisir(2,57).
2.5.1. Demir- Diizenleyici Islev

Diyetsel demir ile hepsidin sentezinin arttifinin goézlenmesi, hepsidinin demir
metabolizmasinda yer aldigini diisiindiirmiis ve transgenik fare modellerinde hepsidin
eksikligi ve fazlaligmin etkileri incelendiginde, yapilan caligmalarin sonucunda; fare
hepsidin diizeyinin, barsakta demir emiliminin, plasentadan demir taginmasinin ve

makrofajlardan demir saliminin negatif diizenleyicisi oldugunu gdstermistir(3).
2.5.2. Hepsidin Sentezinin Diizenlenmesi
2.5.2.1. Demir ile Hepsidin Sentezinin Diizenlenmesi

Hepsidin plazmadada demir diizeyi ve dokulardaki demir depolarinin azalmasiyla
sentezi uyarilarak, makrofajlardan ve duodenal enterositlerden plazmaya demir salinimi

azalir.

Farelerde oral veya parenteral demir yiiklemesi sonrasinda hepatik hepsidin mRNA
saliniminin artt1ig1, insanlarda tek doz oral demir verilmesiyle birkag saat i¢inde {iriner
hepsidin diizeyinin arttig1 belirlenmistir. Bu homeostatik dongii sayesinde dokularda
asir1 demir birikimini Onlerken, plazmadaki demir diizeyinin de sabit kalmasim

saglamaktadir.

In vitro primer fare veya insan hepatositlerine veya insan hepatik hiicre serilerine demir
yiiklemesi, hepatositlerin Fe-transferrin veya demirin diger formlariyla yiiklenmis
olmas farketmeksizin hepsidin mRNA’ sini1 arttirmaz. Hepsidin mRNA” s1 Fe-regiilator
proteinleri baglamak i¢in gerekli IRE igeren kok-dongii yapisindan yoksundur.
Hepsidinin demirle regiilasyonuyla ilgili en iyi fikir herediter hemokromatozis gen
caligmalarindan elde edilir. Demir asir1 yiiklenmesine ragmen homozigot HFE
transferin reseptdr-2 ve hemojuvelin (HJV) mutasyonu olan hastalarda veya farelerde
hepsidin orani1 diisiik bulunur. Sonu¢ olarak bu molekiillerin demir bagimli olarak

hepsidin sentezini diizenledigi gosterilmistir(2,56).
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2.5.2.2. Anemi ve Hipoksi ile Hepsidin Sentezinin Diizenlenmesi

Diyetle alinan ve hemoglobinden agiga ¢ikan demir; kan kaybi veya hipoksi gibi
eritropoetik uyaricilarin ardindan iiretimi artan eritrositlere yonelir(3). Eritropoetik
uyarilar hepsidin {iiretimini azaltir. Hepsidin {iretiminin azalmasi demir emilimi ve
makrofajlardan demir salinimi {izerine olan inhibitor etkisini de ortadan kaldirarak, daha

fazla demirin eritropoez i¢in kullanilmasini saglar

Anemi ve hipoksinin hepsidin iiretimindeki rolii iki sekilde agiklanabilir. Hipoksi ile
indiiklenen faktoriin (HIF) hepsidin gen ekspresyonunu diizenlemesidir. HIF doku
hipoksisi ve eritropoezi uyararak hepsidin sentezini indirek olarak baskilayan transferrin
saturasyonunu azaltir. Bu durum hepsidin iiretiminin anemi ile baskilanmasinin,
hepsidin sentezinin demir yiiklenmesi ile uyarilmasina kiyasla daha gii¢lii bir etkiye

sahip oldugunu gostermektedir(58).

Bu hastalardaki diisiik hepsidin diizeyleri, demirin asir1 emilimine ve organ hasari ile
sonuglanan sistemik demir yiiklenmesine sebep olmaktadir. Talasseminin ciddi
formlarinda, tekrarlanan kan transflizyonlar1 demir yiikiinii arttirir. Bu hastalarda
goreceli hepsidin eksikligi, demiri toksik olmayan makrofaj havuzundan, demir
toksisitesine kars1 savunmanin daha az etkin oldugu diger hiicre tiplerine ve dokulara

dagitarak, demir toksisitesini arttirir(4).
2.5.2.3. inflamasyon ile Hepsidin Sentezinin Diizenlenmesi

Infeksiyon ve inflamasyonla hepsidin sentezinin belirgin olarak arttig1 ve IL-6" nin bu
artistan sorumlu uyarici oldugu ¢esitli hayvan ve insan c¢alismalarinda gosterilmistir. IL-
6 inflizyonu yapilan goniillii kisilerde saatler igerisinde idrarda hepsidin atiliminin 7.5
kat arttig1, bu artisa serum demiri ve transferrin satiirasyonunda %30 azalmanin eslik

ettigi goriilmiistiir(31,32).

Nemeth ve ark.(31) min 2003 yilinda yaptig1 bir ¢alismada, transfiizyona bagli demir
yiiklenmesi, infeksiyonu ve inflamatuvar hastaligi olan hastalarda idrarda hepsidin
atiliminin belirgin olarak arttig1, in vitro IL- 6 ile hepsidin mRNA’ sinin belirgin olarak

indiiklendigi gozlenmistir.
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Inflamasyon sirasinda hepsidin diizeyi artarak makrofajlar, hepatositler ve duodenal
enterositlerde ferroportinin hiicre igine alimimini ve yikimini uyararak demirin bu

hiicrelerde tutulmasina ve plazmaya demir ge¢isinin azalmasina neden olur(4).
2.5.3. Hepsidinin Etki Mekanizmalari
2.5.3.1. Ferroportin

Ferroportin ilk kez 2000 yilinda tanimlanmistir. Transmembran yapida bir
proteindir(59). Ferroportin hepsidin reseptoriidiir. Total kaybinin yapilan ¢alisamalarda
anneden embriyoya demir transferinin yapilamamasina bagli olarak embriyonik
oldiiriicti oldugu gosterilmistir. Plasental trofoblastlara ek olarak duodenal enterositler,
makrofajlar ve hepatositlerde de ferroportin mevcuttur ve demirin bu hiicrelerden
atitlmimi saglar. Hepsidin, ferroportin ile etkilesime gecerek hiicresel demir salinimini
diizenlemektedir. Nemeth ve ark(60). yaptiklari calisma ile, hepsidinin direkt olarak
ferroportine baglandigini, bu baglanmanin etkisiyle ferroportinin internalize olarak
yikildigim1 ve ferroportinin hiicre membranindan kaybinin hiicresel demir atilimini
durdurdugunu gostermisglerdir. Demir depolar1 yeterli veya yiiksek oldugunda, karaciger
hepsidin iiretimini arttirir. Hepsidin, ince barsakta FNP’ i internalize ederek demiri
enterositlerden plazmaya tasiyan tek yolu bloke eder. Demir depolar1 diisiik oldugunda
ise, hepsidin tiretimi azalir, FNP molekiilleri demiri enterosit sitoplazmasindan plazma
transferrinine aktarir. Benzer sekilde hepsidin FNP etkilesimi makrofajlardaki demir
dongiisiiniin nasil dilizenlendigine aciklik getirir. Hepsidin varliginda ferroportin

internalize olur ve demir makrofajlar igerisinde hapis olur(3,31).

Maternal-fetal ylizeyde ferroportinin korundugu selektif ferroportin eksikliginde,
yenidogan fare diyetle demir emilimi yapamadigi i¢in hizla demir eksikligi gelisir. Bu

caligmaya gore ferroportin, dokulardan demir salinimi saglayan tek yapidir(2,59).
2.5.3.2. Hepsidinle Demirin Hiicre Disina Tasinmasinin Diizenlenmesi

Hepsidin ferroportine baglanarak demirin lizozomlarda yikilmasmna neden olur.
Ferroportinin doku dagilimi goz Oniine alinirsa hepsidin- ferroportin etkilesimi demir
homeostazinin efferent kolunu acgiklar. Ciinkii demirin duodenumdan emilimini kontrol

etmesinin yaninda, makrofajlardan ve hepatositlerden demir salimin1 da kontrol eder.
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Enterositlerin basolateral membraninda yer alan ferroportini hedef alan hepsidin,
demirin diyetten alinip plazma transferrinine aktarilmasini engeller. Bir veya iki giin

icinde kisa dmiirlii enterositler ince barsaga dokiiliir ve demir viicuttan atilir.

Demir depolar1 azaldiginda hepsidin iiretimi baskilanir ve ferroportin tarafindan demir
plazma transferrinine aktarilir. Inflamasyonda hepsidin diizeyinin yiikselmesine bagl
olarak plazma demir diizeyinin diisiik olmasina ragmen demir igeren makrofajlarin
bulunmasi karakteristik olarak kabul edilmektedir. Ayrica hem demir hem de
inflamasyonun hepsidinden bagimsiz olarak da ferroportin mRNA ekspresyonunu

baskiladig1 rapor edilmistir(2,30).

Hepsidin hiicre i¢i demirin artmasina neden olur. Bu da ferroportinin kendisiyle beraber
demir diizenleyici element(IRE) igeren divalent metal transporter-1(DMT) ve transferin
reseptor geri alim mekanizmalarini etkiler. Ancak hepsidin-ferroportin ve IRE/IRP

sistemleri arasindaki baglantinin ayrintist halen tam olarak anlagilamamustir.
2.5.3.3. Hepsidinin Hipoferrinemiyi Olusturmasi

Hepsidin mRNA ekspresyonuna bagli olarak terebentin enjeksiyonu da farelerde
belirgin hipoferrinemiye (demir eksikligi) neden olur. Hepsidin eksikligi olan farelerde
yanit ortadan kalkmistir(61,62). Insanlarda IL-6 infiizyonu sonrasi hepsidin artisi,
infiizyondan sonra birka¢ saat icinde serum demir ve transferrin satiirasyonunda % 30
diisiise neden olur(61). Bu nedenle inflamasyona bagli hipoferremide en azindan akut
olarak hepsidin temel aracidir ve IL-6-hepsidin aksi da bu yanitta kritik O6neme

sahiptir(63).
2.5.3.4. Hemojuvelin

HJV son zamanlarda bulunan néronal farklilasma, gd¢ ve apopitozisle iliskili olan itici
Rehber Molekiiller (Repulsive Guidance Molekiiller —RGM-) ailesine ait glikosil
fosfotidil inositol (GPI) bagh bir proteindir(64). In vitro hepsidin salimini diizenler.
Hep3B hiicrelerindeki RNA” s1 tarafindan HJV saliminin baskilanmasi sonucu hepsidin
mRNA’ simin salimi azalir(65). Noronal dokuda sentezlenen diger RGM’ lerden farkli
olarak HJV esas olarak iskelet kaslarinda, karacigerde ve kalpte sentezlenir. HIV’ nin

membrana bagli bir GPI-bagimli (bagli) formu vardir. Bu hiicre iligkili formun hiicre
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boliinmesinde etkili oldugu ve hiicre boliinmesi sonrasinda ¢oziinebilir HI'V’ nin ortama

salindig1 gosterilmistir(66).

Rekombinant ¢oziinebilir HJV doz bagimhi ve lineer bir sekilde primer insan
hepatositlerinde hepsidin mRNA’ sin1 baskilar. In vitro sartlarda HIV boliinmesi demir
tarafindan inhibe edilir. Soyle ki Fe*- Tf veya ferrik amonyum sitrat diizeylerinin
artmasi tedrici olarak ¢6ziinebilir HIV’ nin hiicreden ortama salinimini1 baskilar. Bu da

HJV’ nin demir reseptor kompleksinin bir pargasi olabilecegini gosterir(65).
2.5.4. Hepsidinin Klinik Kullanim
2.5.4.1. insanlarda Idrar ve Serumda Hepsidin Ol¢iimii

Plazma ve idrarda hepsidin diizeylerinin 6l¢iimii, inflamasyon ve demir eksikligi
anemisinin ayirici tanisina ya da hemokromatozisin tanisina katki saglamasina ragmen
heniiz yaygin olarak kullanilan bir yontem bulunmamaktadir. Hayvan ve hiicre kiiltiir
calismalarinda en ¢ok tercih edilen yontem ola hepsidin mRNA salinimi, invazif
ornekleme gerektirdiginden insan caligmalarinda ¢ok nadir olarak kullanilmaktadir.
Spesifik anti-hepsidin antikor kullanimina dayali immunu-histokimyasal doku boyama,
SDS-PAGE ve Western Blot (67) gibi histokimyasal yontemler, uygun antikorlarin elde

edilmesindeki zorluk nedeniyle problemlidir.
2.5.4.2. Antikora Dayah Hepsidin Olciimii

Giiniimiizde klinik caligmalarda kullanilan, idrarda hepsidin kantitasyonunu basaril1 bir
sekilde yapan ve diinyada sadece tek bir laboratuarda uygulanlanan tek bir
histokimyasal yontem bulunmaktadir(68). Protein ekstraksiyonu gibi analiz dncesi
fazlarda hepsidin kaybinin kontrol edilemesinden dolayr bu yontem semikantitatif bir

yontem olarak degerlendirilmektedir.

Hepsidinin pro-peptid bolgesine karsi antikorlar kullanarak, hepsidinin Onciilii olan
prohepsidin &lgiimii yapan bir ELISA kiti rapor edilmistir(69). Ancak yapilan
caligmalarda hepsidin ve demirle iligkili bir baginti bulunmadiginda, bu yontemin

tanisal amagli kullanimi tartismalidir.
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2.5.4.3. Kiitle Spektrometrik Hepsidin Ol¢iimii

Son yillarda surface- enhanced laser-desorption/ ionizastion time-of-flight mass
spectrometry (SELDI-TOF-MS) gibi kiitle spektromektirk dl¢iim yontemlerinin (70,71)
gelistirilmesi ile serum ve idrarda hepsidin 6l¢iimii daha hizli, basit ve erisilebilir olmus,
antikor ve antijen iiretiminde karsilagilan zorluklarin da 6niine gecilmeye ¢alisilmistir.
SELDI teknolojisi, on islem gerektirmeksizin minimal miktarda biyolojik sivi ile klasik
sivi ile klasik solid-faz ekstraksiyon kromaografisinin direkt laser desorpsiyon/
iyonizasyon kiitle spektrofotmetrik Olglimii  ile kombine edilmesi esasina

dayanmaktadir(72).

Serum hepsidin analizi iizerine likid kromatografi tandem mass spektrometri (LC-MS/
MS) yontemi kullanilarak gercgeklestirilen bir bagka rapor da Murphy ve ark. (73)

tarafindan bildirilmistir.
Ancak bu yontemler diinyada sadece birkag laboratuarda gergeklestirilebilmektedir.
2.5.4.4. Hepsidinin Tedavi Amach Kullanimi

Tanisal amacli kullaniminin yami sira hepsidinin gelecekte demir metabolizmasi ile
iliskili ¢esitli hastaliklarm tedavisinde yer alacag diisiiniilmektedir. Ornegin talesemi
gibi hipoksik anemik bir uyarana ikincil olarak artan ya da demir yiikiiniin arttig1 diger

hastaliklarda hepsidin agonistinin kullanimiyla demir ytikii azaltilabilir(74).

Inflamasyon anemisinde hepsidin antagonistleri kullanilarak demir biyoyararlanimi
sinirlandirilip aneminin geriye dénmesi saglanabilir (51,75). Eritropoetin (EPO)
tiretiminin bozuldugu ve 6zellikle rekombinan EPO’ya cevabi diisiik olan kronik bébrek
yetmezlikli anemik hastalarda, hepsidin antagonistleri EPO tedavisini desteklemek

amaciyla kullanilabilir(76).
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3. MATERYAL METOT

Calismaya Gevher Nesibe Hastanesi Perinatoloji servisinde Mayis 2011- Temmuz 2011
tarihleri arasinda takip edilen 102 gebe ve bebekleri alindi. 33 haftanin altinda 23 gebe,
33-37 haftalar aras1 35 gebe ve 37 haftanin {stlii 44 gebe gebelik haftalarina gore 3
gruba ayrildi. Anamnezde annenin demografik oOzellikleri belirlenerek, EMR ve
koryoamniniyonitin olup olmadig1 sorgulandi. Farkli gebelik haftalarindaki gebeler
rastgele secildi. Daha once fetal USG’ de ya da dogumda tespit edilmis konjenital
anomalisi olan bebekler ve EMR ya da koryoamniyoniti olan gebeler calismaya
alinmadi. Caligmaya alinacak goniilliiler belirlendikten sonra adres ve telefonlar1 alindi.
Gebelik komplikasyonlar1 diyabet, hipertansiyon, preeklampsi, karaciger disfonksiyonu
ve diger komplikasyonlar olarak gruplandirildi. Dogum sekli; normal spontan vaginal
dogum, elektif sezaryen ve acil sezaryen olarak 3 gruba ayrildi. Dogan bebegin cinsiyeti
kiz ve erkek olarak belirlendi. Annenin yasi sorgulandi. Gestasyonel hafta son adet
tarihine gore belirlendi. Bebegin dogum kilosu tartildi. Dogum esnasinda 1. dakika ve 5
dakika APGAR skoru hesaplandi. Anne ve kord kanindaki demir metabolizmasinin
gostergesi olan hemoglobin, demir, FeBK, ferritin, transferrin saturasyonu ve
enfeksiyonu ekarte etmek icin serum CRP diizeyleri belirlenerek arasindaki iliski
incelendi. Annelerden dogumdan onceki son 24 saat i¢inde kan alindi. Tek seferde
annelerden toplamda 7cc, kordondan S5cc kan alindi. Hepsidin diizeyini 6l¢gmek igin
Human Hepcidin Elisa kiti kullanildi. Kitin ¢alisilmasi i¢in gerekli makine techizati
{iniversitemiz Seroloji Laboratuvarinda mevcuttu, ELISA y&ntemiyle ¢aligildi. Diger
demir parametreleri Universitemiz Biyokimya Laboratuvarinda calisildi. Calisma
Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu’nun 21.12.2010 tarihinde aldig1 2010/22
no’ lu kararla onaylandi, TSU-11-3485 proje kodu ile Erciyes Universitesi T1p Fakiiltesi

BAP Kurulu tarafindan desteklendi.
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Hepsidin i¢in anne ve kordondan 2cc olarak alinan kanlar 10 dk. boyunca 3000 devirde
santrifiij edilerek plazma serumu ayrildi. Serumlar -80 °C’de 2 aydan uzun olmayacak
sekilde saklandi. Kanlarin alinmasindan santrifiijle muamele edilmesi i¢in gegen 1
saatlik siirede soguk zincire dikkatle uyuldu. Kitin raf émrii 6 ay olup -80 "C’ de en
fazla 2 ay saklanmig serumlar ¢aligilabiliyordu. Log No: L 110523499, Catolog: E
91979 Hu, Barkod No: 6952610716014, Uscn Life Science Inc marka kit kullanildi.

Hepsidin numuneleri c¢alisilmadan 15 dakika once standart soliisyon hazirlandi. 8000
pg/ml’ lik soliisyondan 4000 pg/ml hazirlandi. Hazirlanan diliient A ve B olmak {izere
iki adetti. Her ikisine 6 ml distile veya deiyonize su eklendi. 12 ml soliisyon elde edildi.
Diluent A ve B 15 dk santrifiij edildi ve 1/100 dilusyon yapildi. 20 ml yikama
soliisyonu konsantresine 580 ml distile su eklendi. Standartlar ve ¢alisma soliisyonlari
kristaller eriyinceye kadar karistirildi. Bir seferde 10 mcl’ den fazla miktar

pipetlenmedi.

Ornekler 10 mcl 6rnege 990 mcl PBS eklenerek hazirlandi. 7 kuyucuk standart ve
ornekler 100 mcl kuyucuklara eklendi, 2 saat 37 °C’ de iizeri kapatilarak bekletildi. Stvi
kuyucuklardan alind1 yikanmadi. Diluent A ¢alisma soliisyonuna 100 ml eklenerek iizeri
kapatildi ve 1 saat 37 °C’ de bekledi. Soliisyon aspire edildi 350 mcl yikama soliisyonu
ile 1-2 dk. beklenerek yikandi. Kurutma kagidina kondu. 3 kez tekrarlandi. 3 yikamadan
sonra hi¢ yikama soliisyonu kalmamasina dikkat edildi. Kurutma kagidina ters olarak
kondu. 100 mcl diliient B ¢alisma soliisyonu eklendi. 30 dakika 37 °C’ de {izeri kapal
olarak beklendi. Karanlik ortamda 15- 25 dk 37 °C’ de bekletildi. Renk maviye
dondiiglinde 50 mcl stop soliisyon eklendi. Renk sariya dondiiglinde biitiin su ve

kabarciklar uzaklastirildi. 450 nm’ de okundu.

Hepsidin degerlerinin yam1 sira dogumdan 24 saat Oncesinde anneden ve dogum
esnasinda kordondan alinmig olan tam kan sayimi, demir, demir baglama kapasitesi,

transferrin saturasyonu, ferritin ve CRP degerleri belirlendi.
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3.1. ISTATISTIKSEL YONTEM

Verilerin normal dagilima uygunlugu Shapiro-Wilk testiyle yapildi. Hepsidin
degerlerinin ¢ok asirt carpiklifi nedeniyle logaritmik doniisiim uygulandi. Veriler
ortalama #standart sapma, median 25- 75 persentil ve frekans ve yiizdeler olarak ifade
edildi. Kategorik karsilartirmalar i¢in Ki-kare analizleri, nicel degiskenlerin
karsilagtirilmalart icin Mann-Whitney U, tek yonlii varyans analizi ve Kruskals Vallis H
testi kullanildi. Coklu karsilastirma icin Tukey ve Dans testleri kullanildi. Korelasyon
analizleri i¢in Spearman Rank testi kullanildi. Verilerin analizi SPSS for Windows,
Version15.0, SPSS Inc, U.S.A’ ve Sigmastat 3.5 programlar ile yapildi. P< 0.05

anlaml olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Gevher Nesibe Hastanesi Perinatoloji servisinde Mayis 2011- Temmuz 2011 tarihleri
arasinda takip edilen 102 gebe ve bebekleri calismaya alindi. 33 haftanin altinda 23
gebe, 33-37 haftalar aras1 35 gebe ve 37 haftanin istli 44 gebe gebelik haftalarina gore 3

gruba ayrildi.
Tablo II. Gebelik haftasina gére demografik ozellikler
<33gebelikhaftas1  33-37gebelik 37>gebelikhaftas1 p
(n=23) haft.(n = 35) (n=44)
Gebelik p<0.001*
komplikasyonlari
Dogum Sekli p<0.001
Vaginal Dogum 2 7 4 -
Elektif Sezaryen 2 10 38 -
Acil Sezaryen 19 18 2 -
Yenidoganin Cinsiyeti p>0.05
Erkek n=59 9 19 26 -
Kiz n=43 14 16 18 -
Anne Yasi 25,6+6,1 27,3+5,69 29,8+6 p>0.05
1.dk APGAR Skoru 3,86+2,07 7,1+1,4 7,5+1,08 p<0.001
5.dk APGAR Skoru 5,842,5 9,3+0,9 9,7+0,6 p<0.001

p<0.05 anlamli olarak kabul edildi.
*: Negatif korelasyon saptandi.

Toplam 102 dogumun 37’ sinde(%36.3) hipertansiyon, diyabetes mellitus, preeklampsi,
karaciger disfonksiyonu gibi gebelik komplikasyonu varken, 65’ inde(%63.7) gebelik
komplikasyonu yoktu.
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Tablo III. Gebelik haftasina gore anne ve kord kaninda Hb, Fe, FeBK, MCV degerleri

ve aralarindaki iliski

<33 gebelik 33-37 gebelik >37 gebelik p

haftasi haftasi haftasi

(n=23) (n =35) (n=44)
AnneHb g/dl  11.1+1,3%* 12,1£1,7%* 11,3+1,6 p=0.016(<0.05)
Kordkan1 Hb  15,4+1,5 15,2+2.5 15,7+1,8 p>0.05
g/dl
Anne Fe 69+50,3 80,1+61,8 73,6+55,28 p>0.05
mcg/dl
Kord Fe 123,4+79,2 136,7+54 146433 p>0.05
mcg/dl
Anne FeBK  419,6+81,9 420,1£78,6 429,5+103 p>0.05
Kord FeBK 189,1+102,7  210,9+65,7 208,2+68,6 p>0.05
Anne MCV 88,8+7,9 88,9+8,5 86,6+6,3 p>0.05
fl
Kord MCV 116,3+£8,9 112,549,1 110,445,3 *p<0.05
fl

Hb: Hemoglobin, Fe: Demir, FeBK: Demir baglama kapasitesi, MCV: Mean
Korpuskuler Volum
p<0.05 anlamli olarak kabul edildi.
*: Negatif korelasyon saptandi.

**: <33 hafta ve 33-37 haftalarda anne Hb diizeyi karsilatirildiginda p<0.05.
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Tablo IV. Gebelik haftasina gore anne ve kord kaninda hepsidin, ferritin, transferin

saturasyonu ve dogum agirlig1 degerleri ve aralarindaki iliski

<33 gebelik haftas1  33-37gebelik haftas1 >37gebelik haftas p
(n=23) (n =35) (n =44)

Hepsidin Anne ~ 121(median) 92(median) 44.5(median) p<0.001*
ng/ml (min.6.4-max.2846)  (min.11-max.3936)  (min.2.8-max.513.7)
Hepsidin kord 262(median) 477(median) 480(median) p<0.001
Ng/ml (min.90-max.536) (min.10-max.1867.7)  (min.5-max.2261.0)
Ferritin anne 57,9+85,2 78,3+121,7 27,8434 .4 p<0.001
meg/ml
Ferritin kord 101,5+61,2 136,7+114,6 134+84,9 p>0.05
mcg/ml
TransferrinSat.  0,17+0,15 0,20+0,18 0,19+0,17 p>0.05
Anne %
TransferrinSat.  0,85+0,8 0,68+0,29 0,77+0,25 p>0.05
Kord %
Dogum agirhik 1316,5+448,0 2107+472,4 3238,1+580,4 P<0.001
g

P<0.05 anlamli olarak kabul edildi.
*: Negatif korelasyon saptandi.

Anne hepsidini gebelik arttikca azalmakta, kord hepsidin diizeyi artmaktadir. Anne

hepsidin diizeyleri kord hepsidin diizeylerinden daha diistiktiir.

Anne ferritin diizeyleri gebelik haftasi arttikga azalmaktadir. Kord ferritin diizeyleri

gebelik haftasi arttikca artmakta, anne ferritini diisiik de olsa yliksek de olsa diizeyi

diismemektedir.
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Anne ve kord kaninda hepsidin diizeyleri karsilastirildiginda annelerin hepsidin

diizeyinin kord hepsidin diizeyinden daha diisiik oldugu tespit edildi(Sekil4).

S

Hepsidin ng/ml

#

Anlne Kolrd

Sekil 4. Anne ve kord kaninda hepsidin diizeyinin karsilagtirilmasi

Anne hepsidin diizeyi ile kordon hepsidin diizeyi arasinda iliski saptanmadi. Prematur

ve matur annelerin hepsidin diizeyleri arasinda anlamli farklilik saptandi(p<0.001).

Anne hepsidin diizeyleri ile gebelik haftasi arasinda anlamh farklilik saptandi. Gebelik
haftas1 arttik¢a, anne hepsidin diizeyleri azalmaktadir. 33.gebelik haftasinin altindaki
anne hepsidiniyle 37.gebelik haftasinin tistlindeki anne hepsidini arasinda anlamli
farklilik tespit edildi. (p<0.05). 33-37 gebelik haftasindaki anne hepsidiniyle 37.gebelik

haftasinin iistiindeki anne hepsidini arasinda anlamli farklilik tespit edildi. (p<0.05)
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Sekil 5. Gestasyonel haftaya gore anne hepsidin diizeyi
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Kord hepsidin diizeyleri ile gebelik haftasi arasinda anlamli farklilik saptandi. Gebelik
haftas1 arttikga, kord hepsidin diizeyleri artmaktadir(Sekil 6). 33.gebelik haftasinin
altindaki kord hepsidiniyle 37.gebelik haftasinin {istiindeki kord hepsidini arasinda
anlamli farklilik tespit edildi(p<0.05). 33-37 gebelik haftasindaki kord hepsidiniyle
37.gebelik haftasinin iistiindeki kord hepsidini arasinda anlamli farklilik tespit
edildi(p<0.05).

3.5

3.0
E
& 251
.8
2
£ 20
ja s
g
M 15
g
2

1.04 -

L ]
2% % 0 32 34 % % a0
Gestasyonel Hafta

Sekil 6. Gestasyonel haftaya gore kord hepsidin diizeyi

Anne hepsidin diizeyi ile dogum agirligi arasinda negatif korelasyon saptandi. Kord

hepsidin diizeyi ile dogum agirlig1 arasinda pozitif korelasyon saptandi(p<0.05)(Sekil7).
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Sekil 7. Kord kani1 hepsidin diizeyi ile dogum agirliginin karsilastirilmast
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Sekil 8. Anne hepsidin diizeyleri ile dogum agirlig1 arasinda negatif korelasyon

saptandi(p<0.05).
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Sekil 9. Gebelik haftalarina gére anne ve kord kan1 hepsidin diizeyleri

33 haftanin altinda gebeliklerde kordon hepsidin diizeyi anne hepsidin diizeyinden daha
yiiksek tespit edildi. 33-37 haftalik gebeliklerde kordon hepsidin diizeyi anne hepsidin
diizeyinden daha yiiksek tespit edildi. 37 haftanin {istiinde gebeliklerde kordon hepsidin
diizeyi anne hepsidin diizeyinden daha yiiksek tespit edildi(Sekil 9).
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4.1. DEMOGRAFIK OZELLIKLER ILE DEMIR METABOLIZMASI
ARASINDAKI ILiSKI

Gebelik haftasiyla dogum sekli arasinda anlamli farklilik saptandi(p<0.001). Gebelik
haftas1 azaldik¢a acil C/S da artig olurken, haftalar arttikca NSVY ile dogum ve elektif

C/S da artis tespit edildi. Dogum sekliyle anne ve bebek hepsidini arasinda anlamli
farklilik tespit edilmedi.
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Sekil 10. Anne ferritin diizeyleri ile anne hepsidini arasinda pozitif korelasyon

saptandi(p<0.05).
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Sekil 11. Kord kani ferritin diizeyi ile kord kan1 hepsidin diizeyi arasinda pozitif

korelasyon saptandi(p<0.05).
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Sekil 12. Anne ferritini ile anne demiri arasinda pozitif korelasyon saptandi(p<0.05).

404 [

38

36

34

32

Gestasyonel Hafta

30+

28 ° °

26

0 100 200 300 400 500 600 700
Anne Ferritin (pg/ml)

Sekil 13. Gestasyonel hafta arttik¢a anne ferritin diizeyi azalmaktadir. Aralarinda
negatif korelasyon tespit edildi(p<0.05).

33



2500

2000+

15001

1000

5004

Kord Kani Hepsidin (ng/ml)

8 10 1% 12 1% 18 20 22
Kord kant Hb (g/dl)

Sekil 14. Kord kan1 hepsidin diizeyi ve kord kan1 hemoglobin diizeyi arasinda negatif
korelasyon saptandi(p<0.05).

224

X% ¥

20+

i IIIIII IIIIII
144

Kord Kani1 Hemoglobin (g/dl)

8- xr

<33 3336 36>
Gestasyonel Hafta

Sekil 15. Kord kan1 hemoglobin degerlerinin gestasyonel haftalara gore

karsilastirilmasi(p>0.05).
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5. TARTISMA

Demir eksikligi anemisi muhtemelen diinyada en sik goriilen anemi seklidir. Her yasta
ve biitlin sosyoekonomik gruplarda goriilmekle birlikte ¢cocuklarda ve genclerde, fakir
diyetle beslenenlerde ve dogurganlik cagindaki kadinlarda daha siktir(77). Diinya Saglik
Orgiitii’ niin 1988 yil1 saglik raporuna gore diinya iizerinde bir milyar sekiz yiiz bin kisi
demir eksikligi anemisinden etkilenmistir. Bu rakamlar bilinen en yaygin beslenme
sorunu olan demir eksikliginin son derece 6nemli bir halk sagligi sorunu oldugu

gergegini ortaya koymaktadir.

Bu nedenle, demir metabolizma basamaklarinin tam anlasilmasi, demir eksikligine yol
acabilecek durumlarin bilinmesi 6nemlidir. Bu ¢alismada, demir metabolizmasina
negatif feedback etki gosteren, karacigerden salmman bir peptit olan hepsidin
hormonunun gebeligin sonunda anne ve bebekteki demir metabolizmasindaki diger

parametreler iizerine etkisi degerlendirildi.

Karaciger tarafindan iiretilen hepsidin enterositlerden ve makrofajlardan demir ¢ikigini
ferroportin {lizerinden inhibe ederek plazma demirini kontrol eder. Artmis hepsidin
{iretiminin, plazma demir diizeyini azaltacagi anlamma gelir(36). Infeksiyon ve
inflamasyonla hepsidin sentezinin belirgin olarak artti§1 ve IL-6’nin bu artigtan sorumlu
uyarict oldugu c¢esitli hayvan ve insan calismalarinda gosterilmistir(31). Hepsidin
diizeyinin inflamasyonla arttig1 bilindiginden, bu ¢alismada CRP diizeyi ile enfeksiyon

dislandi.
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Rehu ve ark.(78)” nin 191 gebe ve onlarin matur bebeklerinin kord kanindan yaptigi
caligmada, serum hepsidin konsantrasyonlariyla CRP diizeyleri arasinda pozitif
korelasyon tespit edilmistir. Kord kani hepsidin konsantrasyonu ile CRP arasinda
korelasyon tespit edilmemistir. Tek bir CRP diizeyinin erken sepsisteki sensitivitesi %
39 olarak bildirilmistir. Ard1 ardina aliman 3 CRP diizeyinin ise sepsis i¢in sensitivitesi
% 98’ dir(79). Biz calismamizda tek bir CRP diizeyi aldigimiz i¢in enfeksiyonu tam
olarak dislayamadik. Hepsidin ve enfeksiyon arasindaki iliski kord kaninda bu nedenle

saptanamamis olabilir.

Ferritin de akut faz reaktan1 olup inflamasyonda artar. Bu ¢alismada da CRP ile ferritin
arasinda pozitif korelasyon saptandi. Kord kani CRP diizeyleri normal oldugundan

ferritin ile kiyaslama yapilamadi.

Rehu ve ark.(78)’ nin yaptig1 ¢alismada gestasyonel hafta ile maternal ve kord kani
hepsidin diizeyleri karsilastirildiginda, gebelik haftasi artikga maternal hepsidin
konsantrasyonunda artma tespit edilirken, kord kani hepsidin diizeyinde anlaml
farklilik tespit edilmemistir. Bizim c¢alismamizda gebelik haftasi arttitkca maternal
hepsidin diizeyinde azalma tespit edilirken, kord kani1 hepsidin diizeyinde artma tespit
edildi. Rehu ve ark.’1 sadece term yenidogan bebekleri(37-42 haftalar) aldiklari
caligmalarinda gebelik haftasi ile maternal serum hepsidin diizeyleri arasinda pozitif
korelasyon oldugunu bildirmislerdir. Ayn1 c¢aligmada kord kani hepsidin diizeyi ile
gestasyonel hafta arasinda iliski bulunmadigini belirtmislerdir. Bizim ¢alismamizda ise
maternal serum hepsidin diizeyleri ile gebelik haftas1 arasinda negatif korelasyon

saptandi.

Ervasti ve ark(80). aktif hepsidinin Onciilii olan inaktif Pro-hepsidin diizeylerine yine
term bebeklerin kordon kaninda ve annelerinin serumunda bakmislardir. Anne Pro-
hepsidin diizeylerinin kord kanindan daha yiiksek oldugunu bulmuslardir. Ayni
calismada maternal ve kord kanmi Pro-hepsidin diizeyleri arasinda pozitif korelasyon
oldugu tespit edilmistir. Bizim ¢alismamizda maternal ve kord kani hepsidin diizeyleri
arasinda iliski saptamadik. Ote yandan Pro-hepsidin diizeyleri ile gerek maternal
gerekse yenidogan bebeklerin demir diizeyleri arasinda iligki saptamamislardir. Bizim

calismamizda maternal hepsidin diizeyi ile maternal demir diizeyi arasinda pozitif
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korelasyon saptadik. Ancak kord hepsidini ve maternal hepsidin diizeyi ile kord demir

diizeyi arasinda benzer sekilde iligki saptanmadi.

Tiker ve ark.(81)’ 1 26 preterm ve 16 term bebegi aldiklan kiiclik bir ¢alismada serum
Pro-hepsidin diizeylerini incelemislerdir. Serum Pro-hepsidin diizeyleri ile serum demir,

ferritin ve transferini arasinda bir iliski bulmamaiglardir.

Yakin zamanda Miiller ve ark.’nin yaptiklar1 bir calismada ise 32 haftadan kii¢iik 31
preterm bebegin serum hepsidin diizeylerine bakilmis; bizim ¢alismamizda da oldugu

gibi serum hepsidin diizeylerinin gestasyonel hafta ile azaldig tespit edilmistir(82).

Bizim ¢aligmamiz litatiirde en fazla preterm bebegin(n=58) dahil edildigi bir ¢calismadir.
Caligmamizda da gestasyonel hafta ile hepsidin diizeyleri arasinda negatif iliski
saptanmistir. Calismamizda pretrm bebeklerde kord hepsidin diizeyinin diisiik
bulunmasi muhtemeldir ki preterm bebeklerde total demir depolarinin term bebeklere
gore daha az olmasindan kaynaklanmaktadir. Bu bebekler termlere gore 8-14 hafta daha
az anne karninda kalmakta dolayisiyla da esas demir gegisinin oldugu son trimesteri
yeterince yasayamamaktadirlar. Bu durum eriskinlerdeki hepsidin diizeyi ve demir

metabolizmasi arasindaki iliskiyle de uyumludur.

Caligmamizda anne hepsidin diizeylerinin de kord hepsidin diizeylerinden diisiik

bulunmas: sasirtict degildir.

Rehu ve ark.(78)’ nin term bebeklerde yaptiklar calismada da benzer sonuglar elde
edilmistir. Gebelikte anne demir depolarmmin azaldigir bir gergektir. Ancak hepsidin
sadece anne karacigerinden yapilmamakta, plasenta basta olmak {izere fetus

karacigerinden de yapilmaktadir.

Rehu ve ark.(78) larinin 191 gebede maternal ve kort kaninda hepsidin ve diger demir
parametreleri ile iligkisinin tespit edildigi calismada anne hepsidin diizeyi 10.7 ng/ml
(8.5-13.4), kord hepsidin diizeyi 69.3 ng/ml (55.3-86.8) tespit edilmistir. Bu bebeklerin
hepsi matur bebeklerdi. Bizim ¢aligmamizda matur bebeklerin kord kan1 ve maternal
serum hepsidin diizeyleri kiyaslandiginda benzer sekilde kord kaninda hepsidin diizeyi
daha yiiksek tespit edildi. Tiim gebelik haftalar1 g6z oniline alindiginda anne ve kord

kan1 hepsidin konsantrasyonu arasinda bir korelasyon tespit edilmedi. Ancak prematur
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ve matur bebeklerin annelerinin hepsidin diizeyleri karsilastirildiginda anlamli farklilik
saptand1(p<0.001). Ciinkii fetal karaciger ve plasentadan da hepsidin tliretimi devam

etmekte ve fetal dolasima ge¢gmektedir.

Rehu ve ark.(78)’ nin yaptigi c¢alismada dogum sekli ile hepsidin diizeylerini
karsilagtirdiklarinda, vajinal yolla dogum yapanlarda hepsidin konsantrasyonunun daha
yiiksek oldugu tespit edilmistir. Bizim ¢alismamizda dogum sekli ile hepsidin arasinda
iliski saptanmadi. Bunda term gebeliklerde elektif sezaryenlerin ¢ogunlukta olmasi, tam

tersi ¢ok kiiclik pretermlerde ise acil sezaryenlerin fazla olmasi etkili olmus olabilir.

Hepsidinin hipoksiye bagli olarak baskilandigi ilk olarak 2002 yilinda Nicolas ve
ark.(83) tarafindan gosterilmistir. Bu ¢alismada kiiltiire edilmis HepG2 hiicreleri % 0.1
ve % 20 oksijen ortaminda birakilmis. Standart % 20 ortamina goére hepsidinin belirgin
diistiigii goriilmiistiir. Ayn1 sekilde hipoksiye maruz birakilan farelerde 48 saat icinde
hepsidin saliniminin diistiigii goriilmiistiir(84). Hepsidinin dimetillaksologlisin(DMOG)
gibi hipoksimimetik ilaclarla azaldigr gosterilmistir(85). Molekiiler mekanizmasi tam
bilinmemekle beraber bunda HIF(hipoksi indukleyici faktér)’ iin rol oynadigi

diistiniilmektedir.

Peyssonnaux ve ark.(86) hepatosite spesifik HIF-lo’ dan yoksun farelerde demir
eksikligi durumunda hepsidin diizeyinde beklenen diismenin gozlenmedigini

gostermislerdir.

Literatiirde dogumda hipoksi ve hepsidin diizeyi arasinda iligki olduguna dair bir veri
yoktur. Bizim ¢alismamizda ise APGAR skorlar ile hepsidin arasinda pozitif bir iligki
bulunmustur. Bu da literatiirdeki hipoksi ile hepsidin arasindaki iligkiyi arastiran erigkin
ve hayvanlarda yapilmis diger c¢alismalar1 desteklemektedir. Calismamizda kordon

kanindaki demir ve hepsidin diizeyi ile 1. ve 5. APGAR skoru arasinda pozitif korelasyon tespit

edildi.

Yenidoganin demir deposu annenin demir durumuna bagli olabilir(87). Birgok
calismada annenin hafif ya da orta derecede anemisi olmasi durumunda fetusun demir
ihtiyacini anneden karsilayabildigi goriilmiistiir(88). Buna karsin diger bir¢ok ¢aligmada

ise gebelikte maternal demir eksikliginin fetal demir depolarmi etkiledigi
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bulunmustur(89). Bizim ¢alismamizda annenin demir durumuyla kord demiri arasinda

iliski tespit edilmedi.

Mc Ardle ve ark.(90)’ nin yaptig1 ¢alismada gebelik devam ettikce anneden demir
transferinin devam ettigini gostermistir. Bizim ¢alismamizda da benzer sekilde anne
demir depolar1 azalmis ya da demir diizeyi diigmiis olsa dahi her gebelik haftasinda
kordon kaninda demir diizeyi normal olarak 6l¢iildii. Bu da fetusun 6nem arz ettigi fetus
ile anne arasinda bir hiyerarsinin oldugunu gosterir. Benzer sekilde Gambling ve
ark.(91)’ nin yaptig1 calismada fetus demiri belli bir diizeye kadar alabilmektedir. Buna
ragmen demirin 1200 mcg/g’ 1 altinda oldugu durumda maternal karacigerin demir
eksikligine cevap verdigi ve kendi demir konsantrasyonlarini restore etmeye g¢alistig

gosterilmis.

McArdle ve ark.(12) sicanlarda yaptig1 ¢calismada annede demir diizeyi artik¢a hepsidin
sentezinin arttig1 tespit edilmistir. Maternal karaciger hepsidin diizeyleri ile fetal
karacigerde oOlgiilen kuru demir agirligt 1200 mcg/g’in iizerinde pozitif korelasyon
saptanmistir. Gambling ve ark.(92)’ 1 sicanlarda yaptiklar1 calismada maternal karaciger
demir diizeyi ile maternal karaciger hepsidin diizeyi arasinda iliski bulmamislardir.
Ancak ilgingtir ki tam tersi olarak fetal karaciger demir diizeyi ile maternal hepsidin
diizeyi arasinda iligki bulunmustur. Maternal karaciger hepsidin salimimi fetal kuru
karaciger demir diizeyi 1200 mcg/g’ dan diisiik fetuslar ile daha yiiksek demire sahip
fetuslarin 1200 mcg/g’ 1n altinda minimal hepsidin salinimi olurken, bu degerin
tizerinde dramatik bir artis olmaktadir. Annelerindeki karaciger hepsidin salinimi ile
fetus arasinda 6nemli farlilik vardir. Bizim calismamizda kord kani demir diizeyi ile
anne hepsidin diizeyi arasinda bir iliski saptanmadi. Bunun sebebi ¢alismaya aldigimiz
bebeklerin demir depolernim belli bir degerin altinda olmamasina baglanabilir. Ote
yandan caligmadaki ¢ok diislik ferritin diizeyine sahip 2 bebekteki(7ng/ml) anne
hepsidin diizeyleri de diisiik saptanmistir. Rehu ve ark.(78) da ayni bizim gibi maternal

hepsidin diizeyleri ile bebek demir metabolizmasi arasinda iligki saptamamislardir.

Demir yoklugunda ferritin mRNA’sinin translasyonu oOnlenir(51). Boylece demirin
azaldig1 durumlarda ferritin diizeyi de azalir. Feng Q ve ark.(93)’ nin farelerde yaptigi

calismada ferritinin hepsidin saliniminin artirdig: tespit edilmis. Anne hepsidin diizeyi
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ile anne ferritini arasinda pozitif korelasyon saptanirken anne hepsidini ile kord kani

ferritin ve demir diizeyleri arasinda iliski tespit edilmedi.

Rehu ve ark.(78)’ nin yaptigi calismada anne kord kanmi transferrin saturasyonlari
hepsidinin konsantrasyonuyla karsilastirildiginda pozitif korelasyon saptanmistir. Bizim
calismamizda da anne hepsidin konsantrasyonuyla anne transferrin saturasyonu, kord
kan1 hepsidin konsantrasyonuyla kord kani tranferrin saturasyonu karsilastirildiginda
pozitif korelasyon saptandi. Buna gore demir eksikliginde transferrin sarurasyonunun
azalmasiyla hepsidin de azalmaktadir. Bizim c¢alismamizda anne transferrin
saturasyonlar1 tiim gebelik haftalarinda kord kani transferrin saturasyonlarindan daha
diisiik tespit edildi. Buna gore anne demir durumu ne olursa olsun fetusun kendi demir

durumunu korudugu sdylenebilir.

2009 wyilindan beri gebelik boyunca yapilan suplementasyonun hematolojik
parametrelere yarar sagladigi gosterilmistir(94,95). Bizim c¢alismamizda demir
suplemantasyonu yapilmis olmasina ragmen 33-37 gebelik haftasindaki anne ferritiniyle
37.gebelik haftasinin Ustiindeki anne ferritini arasinda anlamli farklilik tespit

edildi(p<0.05).

Gebeligin fizyolojik degisiklikliklerine bagli olarak anemi ve demir eksikligi anemisi
riskinde artig goriilebilir(96). Hemoglobin ve hematokrit diizeyleri birinci ve ikinci
trimesterde azalir, en alt seviyesine ikinci trimester sonu ile ii¢lincii trimester baginda
ulasir, terme yakin zamanda artar(97). Barrett FR. ve ark.(98)” nin 12 gebe kadinda
serum ferritin ve demir emilimi arasindaki iliskiyi belirlemek i¢in yaptig1 calismada 12.
ve 24. gebelik haftalarinda demir emilimi ve maternal serum ferritin diizeyleri arasinda
negatif korelasyon saptanmistir. Demir emiliminin 20. gebelik haftasindan sonra
belirgin arttig1 tespit edilmistir. Bu ¢alisma gdsteriyor ki gebelik haftasi arttikga demir
emilimi artmaktadir. O’Brien ve ark.(99)’ nin yaptig1 c¢aligmada {igiincii trimesterde,
giinlik 60 mg demir suplemantasyonu yapilan gebeler calismaya dahil edilmis.
Yaklasik demirin % 12’ si emilmis. Serum ferritin diizeyi <30 mcg/l olan kadinlarda bu
emilim % 12.2 iken, serum ferritin diizeyi >30 mcg/L olan kadinlarda demir emilimi %
6.8 olarak Ol¢iilmiis. Benzer sekilde demir emilimi ve ferritin diizeyi arasinda negatif
korelasyon saptanmis. Milman N ve ark.(100) ilk antenatal kontrole gelen gebe

kadinlarin ferritin diizeyine bakmis, 14- 18. haftalarda kadinlarin sadece yaklasik % 18’
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inde ferritin diizeyini >70 mcg/l olarak tespit etmis. Gebelik siiresince ferritin diizeyi
azalmakta, en alt diizeye 35- 38 haftalarda inmektedir(101). Serum ferritinde
dalgalanmalar demir dengesinden bagimsiz olacak fizyolojik nedenlerle de olabilir.
Buna ragmen serum ferritin hala gebelikte demir durumunu gosteren en iyi
biyomarkerdir(102, 103). Dogumda yenidoganin serum ferritini ile annenin serum
ferritini arasinda korelasyon mevcuttur. Demir tedavisi olan annelerden dogan
cocuklarin plasebo alan annelerden dogan cocuklardan daha yiiksek serum ferritin
diizeyleri vardir. Demir tedavisi olan kadinlarin yiiksek ferritin = seviyeli
yenidoganlarinin yagamin ilk yilinda demir eksikligi ile karsilagsma riskinin diisiik
oldugu ongoriilmektedir(88). Bizim ¢alismamizda anne ferritin diizeyi ile anne demir ve
hemoglobin diizeyi arasinda pozitif korelasyon saptandi. Diger g¢alismalarla benzer
sekilde anne ferritin diizeyi ile gebelik haftasi arasinda negatif korelasyon saptandi.
Gebelik haftas: ilerledik¢e hepsidin seviyesi de ferritin seviyesi de azalmaktadir. Bu

durum demir diizeyinin azalmasi nedeniyle aciklanabilir.

Vazirinejad R ve ark.(104)’ nin 120 gebede yaptig1 ¢alismada dogumdan onceki ilk 24
saatte bakilan ferritin diizeyi ile dogum agirliklar1 karsilastirilmis. Anne serum ferritin
diizeyi ile dogum agirlig1 arasinda pozitif korelasyon saptanmig(104). Tam tersi Soubasi
V ve ark.(105)’ nin 63 anne onlarin 90 preterm yenidogan bebeginde yaptigi calismada
anne yiiksek ferritin diizeyleri ile gestasyonel diyabet ve intra uterin biliylime geriligi
arasinda iliski bulmustur. Bizim ¢alismamizda anne ferritin diizeyi ile dogum agirlig

arasinda iligki tespit edilmedi.

Kronik hastalik anemisinin nasil gelistigine dair yapilan g¢aligmalarda inflamatuar
sitokinlerin ve proteinlerin demir metabolizmasinda etkili oldugu gosterilmistir. Bu
sitokinler gebelikte de benzer etki gostermektedir(106). Biz de calismamizda kronik
hastaligt olmayan ve inflamatuar etkili parametreleri de goz Oniinde bulundurarak

enfeksiyonu olmayan gebeler ¢caligmaya dahil edildi.

Geg gebelik doneminde fizyolojik anemi ile demir eksikligi anemisini ayirmak zordur
(96,107). Maternal aneminin tespit edilmesi i¢in en iyi zaman erken gebelik donemidir.
Erken gebelikte demir eksikligi olan ve olmayan kadinlarda MCV de belirgin farklilik

saptanirken, ti¢lincii trimesterde bu farklilik kendini géstermez (96).
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Bizim c¢alismamizda da iiclincli trimesterde gebelerin demir diizeyinde ve MCV
degerinde distikliik tespit edildi. Gebelik haftasi arttik¢a kord kant MCV diizeylerinde
azalma tespit edildi(p:0.045). Bu durum fizyolojik olarak degerlendirildi. Ciinkii gebelik
haftasina gore Ornegin 12. haftada MCV degeri 180 iken, 34. haftada 118 e
gerilemektedir. Gebelik haftas arttik¢a kord kan1t MCV degeri azalmaktadir(28).

Sonug olarak; Feto-plasental demir regulasyonunda bir¢cok protein ve element rol
oynamaktadir. Biitiin bunlara ragmen anneden fetusa demir gecisini saglayan
bilinmeyen mekanizmalar vardir. Demirin azlig1 ya da fazlaliginin annenin ve fetusun
sagligini etkiledigi, cesitli komplikasyonlara yol ac¢tig1 bilinmektedir. Bu sebeple demir
metabolizmasinda anahtar rol oynayan hepsidin hormonunun bilinmesi 6énemlidir. Biz
bu ¢alismada tiim gebelik haftalarina ait hepsidin hormon diizeyini belirledik. Kord kan1
hepsidin diizeyi ile gestasyonel hafta arasinda bir iliski oldugu; gestasyonel hafta
arttikca demir depolarinin azalmasiyla birlikte hepsidin diizeyini de azalttigini tespit
ettik. Hepsidin hormonuyla ilgili gelecekte tedavi asamasinda da kullanilabilmesi

acisindan daha genis ¢apli ¢alismalara ihtiyag¢ vardir.
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6. SONUCLAR

1) Anne hepsidini gebelik arttik¢ca azalmakta, kord hepsidin diizeyi artmaktadir.
2) Anne hepsidin diizeyleri kord hepsidin diizeylerinden daha diisiiktiir.

3) Anne ferritin diizeyleri gebelik haftasi arttik¢a azalmakta kord ferritin diizeyleri
gebelik haftasi arttik¢a artmakta, anne ferritini diisiik de olsa yiiksek de olsa kord
ferritin diizeyi diismemektedir. Bu da anne ve fetus arasinda bir hiyerarsinin oldugunu

gostermektedir.
4) Anne hepsidin diizeyi ile kord hepsidin diizeyi arasinda iligki saptanmadi.

5) Kord hepsidin diizeyi ile dogum agirlig1 arasinda pozitif korelasyon saptandi

(p<0.05).

6) Annenin demir durumuyla kord demiri arasinda iliski tespit edilmedi.
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EKLER

CALISMAYA ALINAN ANNE VE KORD KAN NUMUNELERININ ORNEK

NUMARALARI
Amne | e HDb, | K" KordHb, | Gebelik | Annedosya
CRP, CRP, numaralari
.. Fe, FeB . Fe, FeB Haftasi
Ferritin Ferritin
1 8106924 8213239 8106925 8213241 >36 hafta 1931404
2 8106678 8213242 8106926 8212993 >36 hafta 1852183
3 8106923 8213238 8106679 8213240 >36 hafta 1716208
4 8106905 8213236 8106906 8213237 >36 hafta 1610100
5 8106902 8213232 8106898 8213233 >36 hafta 1445949
6 8106903 8213234 8106904 8213235 >36 hafta 1605193
7 8106897 8213227 8106900 8213229 >36 hafta 1457428
8 8106895 8213220 8106896 8213221 >36 hafta 1972492
9 8106910 8213224 8106697 8213225 >36 hafta 1721251
10 | 8106858 8213211 8106887 8213212 >36 hafta 1742620
11 | 8106889 8213214 8106890 8213215 >36 hafta 1972480
12 8106892 8213217 8106893 8213218 >36 hafta 1908738
13 | 8106857 8213173 8106888 8213213 >36 hafta 1564464
14 8106912 8213222 8106908 8213226 >36 hafta 1899887
15 |8106861 8213206 8106856 8213207 >36 hafta 1779972
16 |8106881 8213202 8106884 8213205 >36 hafta 1632201
17 |8106681 8213199 8106680 8213200 >36 hafta 1954578
18 |8106688 8213194 8106685 8213196 >36 hafta 1936880
19 | 8106686 8213195 8106684 8213197 >36 hafta 1725150
20 | 8106880 8213201 8106882 8213203 >36 hafta 1946085
21 | 8106691 8213190 8106690 8213191 >36 hafta 1452952
22 | 8106694 8213186 8106698 8213192 >36 hafta 1970343
23 | 8106852 8213179 8106853 8213180 >36 hafta 1970443
24 | 8106851 8213178 8106854 8213181 >36 hafta 1978821
25 |8106843 8213130 8106844 8213131 >36 hafta 1646593
26 | 8106842 8213168 8106845 8213132 >36 hafta 1489321
27 | 8106846 8213169 8106794 8213068 >36 hafta 1664840
28 8106922 8213164 8106914 8213163 >36 hafta 1918829
29 |8106919 8213159 8106921 8213162 >36 hafta 1723651
30 | 8106698 8213141 8106920 8213160 >36 hafta 1933651
31 |8106913 8213165 8106862 8213166 >36 hafta 1531284
32 |8106701 8213138 8106699 8213140 >36 hafta 1909535
33 8106703 8213136 8106700 8213139 >36 hafta 1979422
34 |8106708 8213128 8106702 8213137 >36 hafta 1438356
35 8106709 8213172 8106706 8213133 >36 hafta 1989190
36 | 8106711 8213125 8106710 8213126 >36 hafta 1936853
37 8106819 8213112 8106721 8213115 >36 hafta 1748696
38 | 8106817 8213110 8106820 8213113 >36 hafta 1781778
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39 | 8106815 8213104 | 8106816 |8213106 |>36 hafta 1607505
40 | 8106727 8213997 | 8106724 |8213105 |>36 hafta 1979445
41 [8106731 8213001 8106730 | 8213000 |>36 hafta 1612090
42 8106729 8213999 | 8106728 8213998 |>36 hafta 1613533
43 |8106739 8213008 |8106738 |8213007 |>36 hafta 1979489
44 18106734 8213003 8106733 8213004  |>36 hafta 1586214
45 | 8106737 8213006 | 8106735 8213005 |>36 hafta 1989877
46 [8106911 8213223 8106899 8213228 |32-36 hafta 1981271
47 | 8106891 8213216  |8106894 |8213219 |32- 36 hafta 1914621
48 8106859 8213210 | 8106860 |8213174 |32- 36 hafta 1983517
49 | 8106883 8213204 | 8106885 8213209  |32- 36 hafta 1511299
50 [8106693 8213187 |8106692 |8213189 |32-36 hafta 1975562
51 | 8106841 8213167 | 8106847 8213170 |32- 36 hafta 1711290
52 8106848 8213172 | 8106855 8213183 32- 36 hafta 1812040
53 | 8106918 8213158 8106823 8213156  |32- 36 hafta 1982035
54 [8106918 8213158 |8106822 |8213157 |32-36 hafta 1982035
55 | 8106825 8213144 | 8106877 |8213143 32- 36 hafta 1659536
56 8106712 8213124 | 8106713 8213123 32- 36 hafta 1989113
57 |8106717 8213119 |8106718 |8213117 |32-36 hafta 1985652
58 | 8106818 8213111 8106821 8213114  |32- 36 hafta 1991442
59 [8106874 8213147 | 8106873 8213148  |32- 36 hafta 1372391
60 | 8106872 8213151 8106916 8213149 |32- 36 hafta 1398433
61 |8106872 8213151 8106915 8213150  |32- 36 hafta 1398433
62 [8106723 8213107 | 8106722 |8213108 |32- 36 hafta 1840183
63 | 8106744 8213015 8106743 8213014  |32- 36 hafta 1984431
64 (8106741 8213012 | 8106742 8213013 32- 36 hafta 1961644
65 8106740 8213009 | 8106826 |8213153 32- 36 hafta 1954598
66 |8106749 8213011 8106750 |8213010  |32- 36 hafta 1983901
67 |8106753 8213022 | 8106752 |8213021 32- 36 hafta 1726502
68 [8106768 8213044 |8106767 |8213045 32- 36 hafta 1893118
69 [8106766 8213035 8106765 8213034  |32- 36 hafta 1532725
70 | 8106759 8213028 8106757 8213026 | 32- 36 hafta 1994093
71 8106758 8213027 |8106764 |8213033 32- 36 hafta 1563366
72 |8106754 8213023 8106760 8213029 |32- 36 hafta 1898714
73 18106909 8213230 | 8106901 8213231 32- 36 hafta 1974723
74 | 8106779 8213055 8106778 8213054 |32- 36 hafta 1972814
75 8106782 8213058 8106783 8213059  |32- 36 hafta 1836906
76 | 8106781 8213057 |8106780 |8213056 |32- 36 hafta 1983929
77 8106726 8213995 8106725 8213994  |32- 36 hafta 1989139
78 8106687 8213193 8106683 8213198 | <32 hafta 1984154
79 18106696 8213184 | 8106695 8213185 | <32 hafta 1948993
80 |8106849 8213171 8106850 |8213177 |<32 hafta 1986775
81 [8106878 8213142 | 8106824 |8213155 |<32 hafta 1481341
82 |8106715 8213121 8106793 8213069 | <32 hafta 1782614
83 [8106716 8213118 | 8106714 |8213122 | <32 hafta 1932426
84 | 8106875 8213146 | 8106876 8213145 | <32 hafta 1999947
85 [8106747 8213018 | 8106751 8213020 | <32 hafta 1491327
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86 |8106747 8213018 8106748 | 8213019 | <32 hafta 1491327
87 8106756 8213025 8106755 8213024 | <32 hafta 1791321
88 8106761 8213030 | 8106762 |8213031 <32 hafta 1997535
89 (8106761 8213030 | 8106763 8213032 | <32 hafta 1997535
90 [8106719 8213116  |8106720 8213154 | <32 hafta 1684990
91 |8106771 8213047 | 8106769 8213046 | <32 hafta 1995549
92 8106776 8213052 |8106777 |8213053 |<32 hafta 1997531
93 8106827 8213038 8106839 | 8213037 |<32 hafta 1829367
94 8106827 8213038 | 8106840 8213036 |<32 hafta 1829367
95 8106772 8213048 8106773 8213049 | <32 hafta 1983945
96 8106784 8213060 | 8106792 8213061 <32 hafta 2003214
97 18106784 8213060 8106797 |8213062 | <32 hafta 2003214
98 8106707 8213129 | 8106704 8213135 |<32 hafta 1931830
99 18106707 8213129 | 8106705 8213134 | <32 hafta 1931830
100 | 8106917 8213176 | 8106871 8213152 | <32 hafta 1782614
101 | 81067045 8213017 |8106746 |8213016 |<32 hafta 1993656
102 | 8106774 8213050 | 8106775 8213051 <32 hafta 2004756
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