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1. GIRIS VE AMAC

Orak hiicre anemisinde (OHA) goriilen vaskiiler bozukluklarm kompleks
patofizyolojisini tek bir mekanizma ile agiklamak miimkiin degildir. Ancak oksidatif
stresin bu mekanizmalar igerisinde dnemli bir yere sahip oldugu ¢esitli caligmalar ile
rapor edilmistir [1,2]. Orak hiicre anemisinde olusan hemoglobin yapisinin (Hb S) 2 kat
daha fazla oksidasyona maruz kaldigi gosterilmistir [3]. Tiim bu bulgulara ilave olarak,
bu herediter kan hastaliginda hemoglobinde olusan kalitsal instabiliteye bagli olarak
hem grubunun salindig1 ve hem grubunda mevcut demirin ise oksidasyon-rediiksiyon
sikliisii icerisinde oksidatif hiicre hasara neden oldugu ortaya konmustur [4,5].

Orak hiicre anemili hastalarda goriilen vaskiiler trombozis ve artmis notrofil-
endotel adezyonu wvaskiiler disfonksiyonun varligmni disindirir [6,7]. Vaskiiler
fonksiyonun lokal kontroliinde nitrik oksit (NO) 6nemli bir modiilatordiir. Nitrik oksit,
hiicresel diizeyde etkisini intraseliiler cGMP diizeylerini arttirarak gosterir. Nitrik oksite
bagli olusan hiicresel cGMP diizeylerindeki artis diiz kas hiicrelerinde vazodilatasyona,
trombositlerde aggregasyonun inhibe olmasma ve noétrofil-endotel adezyonunda
azalmaya neden olur [§].

Orak hiicre anemili hastalarda olusan intravaskiiler hemoliz, eritrositlerden
hemoglobin, arginaz ve laktat dehidrogenaz (LDH) salinimina neden olur. Arginaz
NO’in 6nciilii olan arginin aminoasidinin yikilmasina neden olur ve NO yapimi azalir.
Ayrica plazmaya salinan hemoglobin NO ile reaksiyona girerek nitrat ve
methemoglobin olusturur. Bu reaksiyon sonucunda NO metabolize olur ve fizyolojik
etkisini kaybeder [9].

Nitrik oksitin fizyolojik etkisinin inhibisyonunda, intravaskiiler oksidatif stresin
varlig1 ve antioksidanlarin seviyesi de onemlidir. Orak hiicre anemili hastalarda rapor
edilen artmis ksantin dehidrogenaz (XO) ve vaskiiler NADPH oksidaz aktivitesi
intravaskiiler siiperoksit anyonu (O’) salinimina neden olur. Nitrik oksit, siiperoksit
anyonu ve hem grubunda bulunan demir ile ¢ok hizli reaksiyona girer. Nitrik oksitin
siiperoksit anyonu ile reaksiyonu sonucunda peroksinitrit (ONOQO’) olusur.
Peroksinitritin kendisi ¢cok kuvvetli bir oksidan olup protein ve lipid oksidasyonuna
sebep olur. Plazma ONOO™ olusumunun en oOnemli gostergesi plazma protein

nitrasyonudur [10-14].



Orak hiicre anemisinde olusan oksidanlar aracilifiyla NO fizyolojik etkisini
gosteremeden metabolize olur. Bu gibi durumlarda damar duvarinda nétrofil adezyonu
ve trombosit agregasyonu artarak, inflamatuar bir yanit gelisir. Bu durum hastalikla
baglantili olan pulmoner hipertansiyon, priapizm, bacak iilserasyonu ve nonhemorajik
vaskiiler okliizyonun patofizyolojisinde rol oynamaktadir [15].

Calismamizin amaci;

1) Orak hiicre anemili hastalarda ve kontrol grubunda hemoliz varligmi

degerlendirmek,

2) Her iki grupta plazma protein ve lipid oksidasyonu, plazma protein nitrasyonu

ve nitrik oksit metabolitlerini 6lgmek,

3) Elde edilen verilerin 6zellikle intravaskiiler hemoliz gostergesi olan serbest

hemoglobin ile iliskisini incelemek ve

4) Hemolizin NO metabolizmasini, plazma oksidasyon ve nitrasyonunu ne yonde

etkiledigini arastirmaktir.

Ayrica elde edilen verilerin hastaligin vaskiiler patogenezini aydmlatma yoniinden

yeni bilgiler saglamas1 amagland:.



2. GENEL BILGILER

2.1. Hemoglobinin Yapisi Ve Gorevi

Hemoglobin molekiilii toplam dort polipeptit zincirden olusan, 64-64,5kDa
biiylikliigiinde bir tetramerdir. Her polipeptit zinciri demir iceren hem ve globin
molekiillerinden meydana gelir. Hemoglobin molekiilii iki farkli globin zinciri igerir.
Embriyo, fetus ve erigkinde a ve [ benzeri globinlerden olusan farkli hemoglobinler
sentezlenir. Alfa benzeri zincirler (zeta [C], alfa [a]) 16. kromozomda, beta globin
benzeri zincirler (epsilon [g], beta [B], delta [6] ve gama [y]) ise 11. kromozom iizerinde
kodlanirlar. Erken embriyonik hayatta yolk sactan ti¢ farkli hemoglobin sentezlenir: Hb
Gower-1 ((g2), Hb Portland ({yy2) ve Hb Gower-2 (ap€;). 14. gestasyon haftasindan
sonra bu embriyonik hemoglobinlerin yerini Hb F (a» y2) almaya baslar. Hb F fetal
hayatta ve erken neonatal donemdeki major hemoglobindir. Gestasyonun yaklasik 38.
haftasinda fetal hemoglobinden erigkin hemoglobin yapimma gecis olur. Saglikli bir
yetigskinde %96-%98 Hb A (0, B2), %3,5’tan daha az Hb A; (0, 9,), daha az miktarda da
Hb F (02 y2) bulunur [16,17].

Hemoglobinin igyapisi ferroz formdaki demiri (Fe™) su ve oksidasyon
reaksiyonlarindan koruyan hidrofobik bir ortam saglarken, dis yiizeyindeki hidrofilik
radikaller suda ¢oziilebilirligini saglar [16].

Hem oksijeni reversibl olarak baglayarak dokulara oksijen (O) transportunu
saglar. Demirin Ferrik forma (Feﬁ) oksidasyonu hemin hematine, hemoglobin
molekiiliiniin ise methemoglobine doniismesine neden olarak oksijen transpotunu bozar.
Globin hemi oksidasyon reaksiyonlarindan korur (tampon). Ayrica a globin zincirinin
N-terminal ucu karbondioksit (CO,) ile baglanarak dolasimdaki CO, transportunun
%10’unu saglar [16].

Hemoglobin molekiilii nitrik oksit (NO) metabolizmas1 ve transportunda da
gorevlidir. Ozellikle oksihemoglobin NO’e yiiksek afinite gdsterir. Hem grubundaki
demir atomu NO’i kuvvetli sekilde baglar. Bu sekilde dokulara oksijen salinir,
hemoglobin-NO birleserek methemoglobin olusturur ve nitrat iyonlar1 salmarak NO
metabolize olur. Deoksihemoglobinin ise NO’e afinitesi diisiiktiir. Hipoksik durumlarda
NO hemoglobinden ayrilarak dokulara salmir ve basta vasodilatasyon olmak {izere

fizyolojik etkilerini gosterir. Boylece NO kan seviyesi dengede tutulur [18].



2.2. Orak Hiicre Hastahgi

11. kromozomdaki B globin geninin 6. kodonundaki tek nokta mutasyonu sonucu
(GAG niikleotid dizisinde Adenin yerine Timin gelir) B globin zincirinin altinci

pozisyondaki glutamik asit valin ile yer degistirir ve hemoglobin S (a2p2°¢™"!

) olusur.
Orak hiicre hastaligi (OHH) Hb S’i homozigot veya bilesik heterozigot tasiyan
bireylerde goriilen, degisken klinik tablolar olusturabilen bir grup hastaliktir. Otozomal
resesif kalitimla gecger. Orak hiicre anemisi (OHA) ise Hb S’i genetik olarak homozigot
durumda tasiyan hastalar i¢in kullanilan terimdir ve orak hiicre hastaliklarinin
prototipidir. Hb S ile bilesik heterozigot olarak bulunan hemoglobin varyantlar1 klinik
tablonun siddetini belirler. Orak hiicre anemisi (Hb S/S) ve Hb S/B° agir klinik tablo
olustururken Hb SC, Hb S/B+, Hb S/D-Punjab, Hb S/O-Arab daha hafif klinik tablo

olusturur. Orak hiicre tasiyicilar1 (Hb AS) ise klinik belirti olusturmadigi i¢in orak hiicre

hastalig1 grubunda sayilmaz ve tesadiifen saptanirlar [19, 20]

2.2.1. Tarihge

1874 yilinda Afrikali Horton [21] 6zellikle yagisli mevsimlerde sikligi artan, kan
anormallikleriyle ve atesli, agrili krizlerle seyreden, kalitsal bir hastaliktan s6z etmistir.
Orak hiicre hastaligmin tibbi olarak ilk tanimlanmasi 1910 yilinda Herrick [22]
tarafindan yapilmistir. Herrick st ve kas agrist ile hastaneye yatirdigi Karayip’li bir
ogrencide anemi ve orak seklindeki eritrositleri tanimlamis, sikayetlerinin orak
seklindeki eritrositlerle iliskili olabilecegini belirtmistir. Pauling ve Itano [23] 1949°da
orak hiicre anemisinin beta globin genindeki bir mutasyondan kaynaklandigmni
kesfetmesiyle orak hiicre hastaligi molekiiler diizeyde tanimlanan ilk hastalik olmustur.
Ayrica hastalarda elektroforez yontemi ile Hb S’1 saptayarak tastyicilarda da Hb S ve
Hb A’nin birlikte bulundugunu géstermislerdir. Bundan 9 yil sonra Ingram [24] Hb S’te

glutamik asit yerine valinin geldigini géstermistir.

2.2.2. Epidemiyoloji

Orak hiicre hastalif1 en yaygin goriilen kalitsal hemoglobinopati olup, her yil
yaklagik 300 bin hasta c¢ocuk dogmakta ve milyonlarca insan bu hastaliktan
etkilenmektedir. Bu ylizden diinya genelinde onemli bir halk saghgi problemi
olusturmaktadir. Ozellikle endemik sitma hastaligi olan bolgelerde orak hiicre

tastyiciliginin daha sik gorildigi, tastyiciligin Plasmodium malaria’ya karsi koruyucu



oldugu ve bu kisilerde sitma hastaligmin morbidite ve mortalitesinin belirgin diistik
oldugu gosterilmistir [25,26]. Orak hiicre tastyiciligmin prevelansi bati, orta ve dogu
Afrika’da %40’a kadar ¢ikmaktadir. Bu bolgelerde saptanan mutasyonlar kaynak aldigi
yerlere (Senegal, Kamerun, Benin, Bantu) gore isimlendirilmiglerdir [27]. Hastaligin
merkezi Afrika olmakla beraber gocler ile tiim diinyaya yayilmistir. Karaibler, Orta ve
Gliney Amerika, Akdeniz ¢evresindeki iilkeler (Tirkiye ve Yunanistan’t i¢ine alan),
Ortadogu ve Hindistan hastaligin sik gorildiigii diger bolgelerdir (Sekil 2.1.) [16,28,29].

Cukurova bolgesi lilkemizde OHA’nin en sik bulundugu yoredir. Hb S iilkemizde
ozellikle Arapga konusan ve Eti-Tiirkii olarak adlandirilan etnik grupta yiiksek olarak
bulunmaktadir [30]. Tiirkiye genelinde siklik 90,37-0,6 arasinda iken, 6zellikle
Cukurova bolgesinde bazi yorelerde siklik %3-44 arasinda saptanmistir [31, 32]. Ayrica
Saglik Bakanligi ve Ulusal Hemoglobinopati Konseyinin son verilerine gore tastyici
siklig1 Adana’da %10, Antakya’da %10.5, Mersin’de %13.6 olup, iilkemizdeki toplam
OHA’li hasta sayis1 1200 civarindadir [33].

Hindistan

. jﬂf@/
A

Sekil 2.1. B° geninin kaynak aldig1 bolgeler ve dagilimi [16].



2.2.3. Patofizyoloji

Deoksi durumundaki Hb S hizli bir sekilde polimerize olur, taktoid adi verilen
kiigiik, kati, mekik seklinde cisimciklere doniisiir. Bu kristaloidlerin eriyebilirligi ve
akiskanlig1 normal Hb yapisindan daha diisiiktiir. Orak hiicre hemoglobininin likid ve
solid fazlar1 arasindaki dengeyi tayin eden en 6nemli dort faktor oksijen diizeyi, HbS
diizeyi, 1s1 ve Hb S digindaki diger hemoglobinlerin varligidir. Hb S diizeyi ise viral ve
bakteriyel infeksiyonlar, alkol, oksihemoglobin disosiasyon egrisinin saga kaymasina
neden olan pH azalmasi ve 2,3 difosfogliserat diizeyinin azalmasi, glukoz-6-fosfat
dehidrogenaz (G6PD) eksikligi, gebelik, menstruasyon, 1s1 degisiklikleri, psikososyal
stres gibi bircok tetikleyicilerden etkilenir [34,35]. Normal hiicrelerin hemoglobin
konsantrasyonu 30 g/dL’dir ancak Hb S’in 20.8 g/dL’den daha yogun
konsantrasyonlarda viskositesi azalarak jellesir. Bu sekilde oraklagsmis hiicreler kiigiik
kapillerleri gegmek icin gerekli sekil degistirme yetenegini kaybederler ve
mikrovaskiiler okliizyonlara neden olurlar. Boylece dokularda nekroz ve fibrozise kadar
ilerleyen harabiyet ve organ disfonksiyonu geligir [36].

Oraklagsmay1 etkileyen bir diger faktér de hiicrenin dehidrasyon derecesidir.
Hiicrelerin deoksijenasyonu intracelluler Ca®" artisina neden olur. Oraklasmis
hiicrelerde intracelluler Ca®" dort kat daha yiiksek saptanmistir [37]. Boylece Ca™
aktivasyonlu K’ kanali (Gardos kanali) ve K-Cl kotransport kanali aktive olarak
hiicrenin K* ve su kaybma neden olur. Hiicrelerin dehidratasyonu sonucu yiikselen
hemoglobin konsantrasyonu oraklagmanin artmasina katkida bulunur [38,39].

Oraklasmis hiicrenin reoksijenasyonu ise kararsiz bir form olusturur ve hiicre hizli
bir sekilde otooksidasyona ugrayarak reaktif oksijen radikallerini olusturur. Hb S’in
otooksidasyonundan kaynaklanan subklinik kronik oksidatif stres eritrosit
membranidaki lipidlerin peroksidasyonuna ve iskelet proteinlerinde yapisal
degisikliklere neden olur. Bu yapisal hasar oraklagmay1 geri doniisiimsiiz kilar ve orak
hiicreler kapillerlerden gegerken hemolize ugrar [40,41].

Orak hiicre hastaliginda hemoliz degismez bir bulgudur. Orak seklini alan
eritrositler hem damar i¢inde, hem de damar disinda yikima ugrar. Damar disindaki
hemoliz HbS’in stabil olmamasina ve hiicre duvarindaki oksidatif hasarlanmaya bagli
olarak monosit ve makrofajlarin fagositozu ile Ozelikle de dalakta gergeklesir.

Eritrositlerin yaklagik tigte biri intravaskiiler hemolize giderler. Bu muhtemelen



oksijenasyon ve deoksijenasyon sirasinda membran flamentlerinin kaybma ve
fragmente eritrositlerin artmis kompleman duyarhligina baghdir [36,40,42].

Orak hiicre anemisinde artmis intravaskiiler hemoliz sonucu agiga c¢ikan serbest
hemoglobin ve artmig reaktif oksijen radikalleri NO’in fizyolojik etkisini gdsteremeden

metabolize olmasina neden olur ve vaskiiler inflamasyon siirecini baslatir [18].

2.2.3.1. Hemolizin NO metabolizmasina etkisi

‘Endothelium-derived relaxing factor (EDRF)’ olarak da bilinen NO vaskiiler
fonksiyonun lokal kontroliinde 6nemli bir modiilatordiir. Nitrik oksit, nitrik oksit sentaz
(NOS) enzimi izoformlar1 tarafindan L-argininden sentez edilir. Bu reaksiyon icin
ortamda oksijen ve bazi diger kofaktdrlerin [nikotinamid adenin dintikleotid fosfat
(NADPH), flavin adenin dintikleotid (FAD), flavin mononiikleotid (FMN),
tetrahidrobiopterin ve kalmodulin] bulunmasi gerekir [43,44]. NO’in ilk olarak
endotelde varliginin gosterilmesinin ardindan, serebellum, makrofajlar, notrofiller, mast
hiicreleri, nonadrenerjik ve nonkolinerjik inhibitor ndronlar, fibroblastlar, diiz kas
hiicreleri ve epitel hiicreleri gibi viicutta pek cok hiicre tarafindan sentezlenip
saliverildigi ortaya konmustur. NOS izoenzimlerine 06zgii genler kromozom 7
(endotelyal NOS-eNOS), 12 (néral NOS-nNOS) ve 17 (indiiklenebilen NOS-iNOS)
iizerinde bulunmustur [45]. Nitrik oksit sentezleyen enzim-I (nNOS) ve NOS-III
(eNOS) siirekli, ancak az miktarda ve kalsiyuma bagimli olarak (enzim aktivasyonu igin
hiicre i¢i kalsiyumun artmas1 gerekir) salinir. Cesitli diger hiicrelerde ise NOS-II ya da
INOS bulunur ve bunlar kalsiyuma bagimli degildir, 6zgiil sitokinlerin (endotoksin,
eksotoksin veya oksidan ajanlar) indiiklemesi sonrasinda fazla miktarda salgilanir ve
stres durumunda NOS-I ve NOS-III"ten 1000 kat daha fazla NO sentezleyebilmektedir
[46].

NO, molekiil agirligi 30 kDa olan, yagda c¢oziiniirligi yiiksek ve biyolojik
membranlardan kolaylikla gecebilen gaz yapisinda bir molekiildiir. Serbest oksijen
radikali olan NO oldukg¢a reaktiftir ve hemoglobin ile hizla etkilesiminden dolay1 invivo
olarak oldukca kisa yarilanma dmriine (1-5 s) sahiptir. Bu baglanma, oksijene gére 3000
kat daha hizl1 olmaktadir. NO, kanda hemoglobinin hem grubu ile etkileserek hizli bir
sekilde inaktif ve stabil {iriinler olan nitrit ve nitrata metabolize olur. Nitrat, NO’in
kandaki stabil biyoreaksiyon lriiniidiir. Hemoglobin icermeyen doku kiiltliriinde esas

stabil tiriin nitrittir [8].



Orak hiicre anemili hastalarda olusan intravaskiiler hemoliz, eritrositlerden
hemoglobin, arginaz ve laktat dehidrogenaz (LDH) salinimina neden olur. Arginaz L-
arginini ornitine doniistiiriir ve NO prekiirsoriiniin azalmasina, bdylece NO yapiminin
azalmasina neden olur. Plazmaya salinan serbest hemoglobin NO ile reaksiyona girerek
nitrit, nitrat ve methemoglobin olusturur. Bu reaksiyon sonucunda NO fizyolojik

etkisini kaybeder (Sekil 2.2.) [15].
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Sekil 2.2. Orak hiicre anemisinde artmis intravaskiiler hemoliz ve oksidatif stresin NO
metabolizmasi tizerindeki etkileri [15].

2.2.3.2. Oksidatif stres ve NO

Nitrik oksitin fizyolojik etkisinin inhibisyonunda, intravaskiiler oksidatif stresin
varlig1 ve antioksidanlarin seviyesi de onemlidir. Fizyolojik kosullarda NO antioksidan
etkisiyle vaskiiler yapida koruyucu bir rol istlenmektedir. Orak hiicre anemili
hastalarda ise rapor edilen artmis ksantin dehidrogenaz (XO) ve vaskiiler NADPH
oksidaz aktivitesi intravaskiiler O, (siiperoksit anyonu) salinimima neden olur. Nitrik
oksitin sliperoksit anyonu ile reaksiyonu sonucunda peroksinitrit (ONOQO) olusur [13-
15].

Stiperoksit radikalinden peroksinitrit olusumu ile siiperoksit dismutaz (SOD)
araciligi ile hidrojen peroksit (H,O,) olusumu arasinda bir yarisma s6z konusudur.
Stiperoksit radikalinin NO ile reaksiyona girme yeteneginin SOD ile reaksiyona girme
yetenegine gore 3-6 kat daha fazla olmasma ragmen SOD diizeylerinin NO diizeylerine
gore daha fazla oldugu fizyolojik kosullarda peroksinitrit olusumu ithmal edilebilir

diizeydedir. Dolayisiyla eNOS’tan fizyolojik kosullarda iiretilen NO, SOD’un



fizyolojik konsantrasyonlarmin varliginda antioksidan etki gosterirken, iNOS aracilig1
ile tretilen ¢ok yiiksek konsantrasyonlardaki NO, peroksinitrit olusumuna neden olur
(Sekil 2.3.). Peroksinitritin kendisi ¢ok kuvvetli bir oksidan olup protein ve lipid

oksidasyonuna ve plazma protein nitrasyonuna sebep olur [13,47].
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Sekil 2.3. Stiperoksit (O,") iyonunun siiperoksit dismutaz (SOD) ve nitrik oksit (NO) ile
olusturdugu reaksiyonlar [47].

Protein oksidasyonunun en yaygin ve genel gostergesi protein karbonil miktaridir.
Demir ve bakir gibi kolay indirgenen ve oksitlenen iyonlar proteinlerde katyon
baglayici1 bolgelere baglanip, hidrojen peroksit (H,O,) ve siiperoksit anyonu (Oy’) ile
reaksiyona girebilirler. Bu reaksiyon sonucunda lizin, arginin, prolin ve histidin gibi

aminoasitlerin amin yan zincirleri karbonillere doniisiir (Sekil 2.4.) [48].
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Sekil 2.4. Proteinlerin karbonilasyonu [48].



Izoprostanlar ise lipid oksidasyonunun bir gdstergesidir. Plazmada izoprostanlar
fosfolipidlerin oksidasyonu sonucunda olusan eikosanoidlerdir. Oksidatif stresin arttigi
durumlarda plazma ve idrar seviyeleri yiikselir. Saglikli insanlardan elde edilen plazma
serbest 8-iso prostoglandin F,, (8-isoprostan) seviyesi 40-100 pg/ml’dir ve bu diizey
yasla birlikte artis gdsterir. Izoprostan olusum semasi Sekil 2.5.’de gosterilmistir [11,12,

49].
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Sekil 2.5. Izoprostan olusumu.

Peroksinitrit olusumu protein tirozin rezidiilerinin nitrasyonuna sebebiyet verir. 3-
nitrotirozin, 3-bromotirozin ve 3-klorotirozin protein nitrasyonunun belirtecleri olmakla
birlikte en sik kullanilan parametre 3-nitrotirozin miktaridir [50]. Bu modifikasyon,
olusan nitrojen radikallerinin (*NO;) aromatik amino asitlerle reaksiyona girmesiyle

meydana gelir (Sekil 2.6.) [51].

Tirozin 3-Nitrotirozin
0
ﬁ Il
HO@CHE CH-C e CRp§H-C
t NH,
NH, ON
MW: 181 MW: 227

Sekil 2.6. 3-Nitrotirozin olusumu.
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3-Nitrotirozin olusumu i¢in nitrojen dioksit (*NO,), tirozil radikali (Tyre) ile
reaksiyona girmelidir. Bu reaksiyon, difiizyon ile smirlandirilacak bir hizda (3 x 109 M-
1 s-1) meydana gelir ve iki basamakli olarak gerceklesir. Ik olarak, proteinde bulunan
Tyr amino asidi hiicre i¢inde olusan radikaller ile oksidasyona ugrayarak tirozil
radikalini (Tyre) olusturur (reaksiyon 1). Ikinci olarak, Tyre nitrojen dioksit (sNO2) ile
reaksiyona girerek nitrotirozini (NO2Tyr) olusturur (reaksiyon 2) [S51].

Protein-Tyr + «OH, «CO3- veya *NO2 — Protein-Tyre + OH-, CO32- veya NO2- (reaksiyon 1)
Tyre + *NO2 — Protein-3-NO2Tyr (reaksiyon 2)

Tirozin nitrasyonunda hiz kisitlayic1  basamak, nitrojen dioksit (eNO2)
olusumudur. Nitrojen dioksit (*NO2), nitrik oksit’den (NO) koken alan nitrit (NO2-)
molekiiliiniin oksidasyonu ile olusur. Enzimatik ve non-enzimatik olarak meydana gelen

*NO,, proteinlerde bulunan tirozin nitrasyonu i¢in hiz kisitlayici faktordiir [50-52].

2.2.3.3. Vaskiiler disfonksiyon ve NO

Endotel hiicreleri, nitrik oksit ve prostasiklin, endotel kaynakli hiperpolarizan
faktor (EDHF) gibi vazodilatorlerin yani sira, tromboksan A2, endotelin-1 ve
anjiotensin Il gibi vazokonstriktorlerin salinimma aracilik ederek kan basinci ve kan
akimi kontroliine katkida bulunurlar. Vaskiiler yatakta tonus kontrolii, vazokonstriktor
ve vazodilatatdr ajanlar arasindaki denge ile saglanir. Endotel kaynakli en 6nemli
vazodilatator NO’tir [53].

Membranlar1 kolayca gecebilen ve oldukga lipofilik bir molekiil olan NO hiicresel
diizeyde etkisini intraseliller ¢cGMP diizeylerini arttirarak gosterir. NO’in baslica
fizyolojik etkileri:

e Vasodilatasyon: Endotel hiicresi tarafindan sentezlenen NO, difiizyonla
vaskiiler diiz kas hiicrelerine gegerek guanilat siklaz1 aktive edip cGMP (cyclic
guanosine monophosphate) seviyesini arttirir. cGMP etkisini, cGMP bagimlh
kinazlar olan protein kinaz G I ve II (PKG I ve II) aracilig1 ile gostermektedir.
PKG I, NO aracilikl1 etkilerden asil sorumlu olan izoenzimdir. Bunun
sonucunda potasyum kanallar1 fosforile, Ca ™ kanallar1 hiperpolarize olur. Hiicre
ici Ca™ miktar1 azalir, kalsiyum-kalmodulin-miyozin hafif zincir kinaz
kompleksinin olusumu azalir, bu da diiz kas hiicresinde gevsemeye yol acar.

NO, ¢cGMP yolundan bagka sodyum ve potasyum kanallarini dogrudan aktive
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ederek de vazodilatasyona katkida bulunur. Sepsiste oldugu gibi, asir1t NO
varlig1 sistemik hipotansiyona neden olabilirken tersi durumda NO sentezi
azaldiginda pulmoner hipertansiyon saptanmaktadir [7, 8, 54].

Antitrombotik etki: NO ve NO donorleri trombositlerde cGMP araciligi ile
PKG*‘yi stimiile ederler ve trombin gibi intraseliiler kalsiyum diizeylerini
arttirmak suretiyle trombosit agregasyonu saglayan agonistlerin etkilerini inhibe
ederler. Sarkoplazmik retikulumun membran proteinlerinden olan fosfolamban
fosforilasyonuna baglh olarak sarkoplazmik/endoplazmik retikulum ATPaz
(SERCA) aracili intraseliiler kalsiyum sekestrasyonu ve cGMP bagiml
fosfodiesteraz III (PDE III) inhibisyonu sonrasinda goézlenen protein kinaz A
(PKA) aktivasyonu, NO’in antitrombotik etkinligine aracilik eden
mekanizmalardir [7, 8, 54].

Antiadhezif etki: NO vaskiiler hiicre adezyon molekiilii 1 (VCAM-1), monosit
kemoattraktan protein-1 (MCP-1), interseliiler adezyon molekiilii 1 (ICAM-1)
proteinlerinin, E ve P selektinlerin ekspresyonunu inhibe ederek lokosit
adezyonunu azaltir. Bu etkinin redoks duyarli transkripsiyon faktérii olan
niikleer faktor kappa B (NFkB)’nin ekspresyonunun inhibisyonu ile iliskili
oldugu gosterilmistir [7, 8, 55].

Antioksidan Etki: NO antioksidan etkinligini Hem oksijenaz I, ferritin ve SOD
ekspresyonunu indiiklemek ve bdylece siiperoksid diizeylerini ve peroksinitrit
olusumunu azaltarak gerceklestirir [7, 8, 15, 47].

NO’in ayrica parakrin ve otokrin yolaklar ile yeniden yapilanmay1
(remodelling), endotel hiicre apoptozisini, anjiogenezi, hiicre biliyiimesi ve
migrasyonunu ve hiicre gegirgenligini regiile edici etkileri, sinir sisteminde
norotransmitter fonksiyonu, yliksek konsantrasyonlarinda sitotoksik etkisiyle
immiin sistemin bir pargast olarak organizmayr koruyucu gorevleri

bulunmaktadir [8].

OHA’nde goriilen vaskiiler fonksiyon kaybinda bir ¢ok kompleks mekanizma
birlikte rol almaktadir. NO biyoyararlanimindaki azalma sonucu eritrosit ve lokositlerin
vaskiiler endotele artmis adezyonu, artmis koagiilasyon aktivasyonu ve reperfiizyon
hasar1 sonucu artmis oksidatif stres sonucu gelisen vaskiiler inflamasyon doku hasarina

ve orak hiicre anemisinin degisken klinik tablosunun olusmasina neden olur [7, 8].
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2.2.4. Klinik bulgular

Orak hiicre anemisinin klinik bulgular1 ciddi hemoliz ve hemolitik anemi
tarafindan uyarilan kompansatuar mekanizmalar ile bir¢ok doku ve organi ilgilendiren
yaygin vazo-okliizyon ve enfarktiise bagli olarak olusmaktadir. Hb S’li ¢ocuklar
dogumda anemik degildir. Hemolitik aneminin gelisimi postnatal Hb F’in diismesiyle
paralel seyreder ve yaklasik 4. ayda belirginlesir. Orak hiicre anemili hastalarda
ortalama hemoglobin diizeyi 6-9 g/dL arasinda olmasma ragmen, diisiik hemoglobin
diizeyi gayet 1iyi tolere edilmektedir. Ciinkli oksijen disosisayon egrisindeki kaymaya
bagl olarak eritrositler icindeki Hb S’in oksijene affinitesi azalmistir. Bu durum
hastalarin diisiik hemoglobin diizeylerine ragmen nicin klasik anemi belirtilerini
gostermedigini  aciklamaktadir. OHA’nin klinik bulgular1 akut veya kronik
komplikasyonlar ile orak hiicre krizlerine bagli olarak ortaya ¢cikmaktadir [19,36].

2.2.4.1. Akut komplikasyonlar

1) Vaso-okliizif Kkrizler (VOK): Oraklasan eritrositlerin kan damarlarini
tikamas1 sonucu olusan doku infarktma bagli olarak gelisen akut ve agrili
ataklardir. Hastalarin dortte birinden fazlasinda hastaligin ilk belirtisi olarak
kendini gostermektedir. Siklikla uzun kemikleri igceren ekstremitelerin derin
agris1 seklinde gorilir. Daktilitis genellikle 3 yasin altindaki c¢ocuklarda
goriilen el ve ayak sirtindaki agrili ataklardir. 3 yasindan sonra hematopoez
periferal kemiklerden daha merkeze dogru kayar ve daha cok kollar, bacaklar,
kostalar ve sternum gibi alanlar tutulur. Mezenterik dolasimdaki
mikrovaskiiler okliizyonlar ise karaciger, dalak ve lenf nodlarmm kapsiiler
gerilimiyle sonuclanir ve akut batini taklit eden klinik tablo olusur. Agr ile
birlikte ates, halsizlik ve 10kositoz goriilebilir. Kriz birkac saat ya da birkag
giin siirebilir [56,57].

2) Akut Gogiis Sendromu (AGS): VOK’den sonra hastaneye yatiglarin en sik
sebebi ve OHH’da 6liime neden olan en yaygin ikinci komplikasyondur [58].
OHA’de insidans1 %24 tiir. Ates, gogiis agrisi, takipne, Oksiiriik, hipoksemi,
hisilt1 gibi semptomlara ek olarak akcigerde yeni gelisen infiltrasyon ile
karakterizedir. Lokositoz siklikla goriliir, trombositoz eslik edebilir.
Inflamatuar bir mediatdr olan sekretuar fosfolipaz 2 seviyesi yiikselmistir.

VOK nedeniyle hastaneye yatan hastalarda ates ve yliksek fosfolipaz 2
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3)

4)

seviyelerinin birlikte bulunmasi AGS gelisimi agisindan 1yi bir prediktif
gostergedir [59]. AGS’nun %50’sinin nedeni enfeksiyonlardir (viriisler, atipik
etkenler, pndmokok, Parvoviriis B19 gibi). Ayrica infarktiis ve yag embolisine
bagh olarak da geligebilir. Astimli ¢cocuklarda, yiiksek hemoglobin ve beyaz
kiire degerlerinde AGS riski artmaktadir. Yiksek Hb F seviyeleri ise
koruyucudur [60,61].

inme: Akut semptomatik inme &zellikle homozigot OHA’de ve erken
cocukluk yaslarinda daha siktir. Hb SS hastalarinda ilk dekatta insidans1 %11
olup genellikle enfarktlara baghdir. Ileri yaslarda siklig1 azalir ve daha ¢ok
hemorajilere bagli olusur. Kronik endotel hasarina bagli olarak intrakranial
arterlerin (6zellikle Willis poligonunun biiyiik arterlerinin; internal karotid
arter, orta ve anterior serebral arter gibi) intima tabakasindaki degisiklikler
sonucu liimeni daralarak oblitere olur. Enfarktlarin bir diger nedeni de
tromboembolilerdir. Hemiparezi, yliriiylis veya konusma bozukluklari, mental
durum degisiklikleri, bas agris1 gibi semptomlar goriilebilir. Hastalarin
2/3’sinde belirgin norolojik diizelme goriiliir ancak ndrokognitif kayiplar da
siktir. Tedavi edilmeyen hastalarm %70’inde ilk 3 yil icinde rekkiirrens
goriiliir ve prognozu daha kotiidiir. Erken tan1 ve tedavi onemlidir. Ayrica
transkranial doppler, beyin MRI gibi tarama yontemleri ile, Hb S’1 %30’un
altinda tutarak (eritrosit transflizyonu, hidroksiiire tedavisi gibi) veya
proflaktik aspirin ile koruyucu 6nlemler alinmalidir [62-65].

Splenik Sekestrasyon Krizi: Heniiz otosplenektomi gelismemis OHA
hastalarinda dalagin ani ve hizli olarak ileri derecede genislemesi sonucu
eritrosit kiitlesinin biiylik bir kisminin dalakta tutulmasidir. Akut splenik
sekestrasyon krizi, OHA hastalarinda 6nde gelen 6liim nedenlerinden birisidir.
Sekestrasyon krizi her yasta goriilebilmekle birlikte homozigot OHA’de en
yiiksek prevelans 5-24 aylar arasindadir. En sik iist solunum yolu infeksiyonu
ve akut gogiis sendromu ile birlikte goriilmektedir. Ilk ataktan sonra hastalarin
%49’unda tekrar ettigi saptanmistir. Klinik olarak hastalarda aniden baslayan
halsizlik, solukluk solunum sikintisi, karin sisligi, karnin sol tarafinda agri,
kusma ve sok goriilmektedir. Klinik bulgular bazen hastanin hastaneye
ulastirilamadan kaybedilebilecegi kadar hizli ilerleyebilmektedir. Muayenede

agrr hipotansiyon, kalp yetmezligi ve splenomegali bulunmaktadir.
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5)

6)

Hemoglobin diizeyi hastanin normal degerlerinin yarisina kadar diiserken;
retikiilositoz ve trombositopeninin eslik etmesi beklenir [66, 67].

Aplastik Kriz: Normal sartlar altinda OHA hastalar1 kisalmig eritrosit dmriinii
kemik iliginde eritrosit liretimini 6-8 kat arttirarak kompanse etmektedirler.
Kemik iligi aktivitesinin araya giren bir viral veya bakteriyel infeksiyon
tarafindan engellenmesi hemotokrit diizeyinde giinliik %10-15 kadar diismeye
neden olmakta ve kompansatuar retikiilositoz goriilmemektedir. Aplastik kriz
sirasinda ilk olarak kisa yasam siiresine sahip Hb F’den fakir hiicreler
dolasimdan kalkmaktadir. Daha ytliksek oranda Hb F iceren hiicreler daha uzun
siire dolasimda kalmaktadir. Bu dogal seleksiyon aplastik kriz sirasinda HbF
iceren hiicrelerin daha yliksek oranda saptanmasina neden olmaktadir. Aplastik
krizlerin biiyiik bir kismi1 kisa ve hafif oldugundan tedavi gerektirmemektedir.
Bazi hastalara eritrosit transfiizyonu yapilmasi gerekebilmektedir. Iyilesme
doneminde hastanin yeterli folik asit almasi saglanmalidir. Aplastik krize
neden olan viral infeksiyonlarin en 6nemlisi parvoviriis B19 infeksiyonudur.
Parvoviriisiin geg¢ eritrosit onciilerinin farklilasmasmi engelledigi ve hemolitik
anemiler smrasmda goriilen gecici eritroid aplaziden sorumlu oldugu
gosterilmistir [68,69].

Priapism: Penisin agrili ve siirekli ereksiyonu olan priapismin ortalama
goriilme yas1 12 olup OHA’de %30-45 siklikta gelisir. Genellikle sabah
saatlerinde goriilip muhtemelen nokturnal asidoz ve dehidratasyon ile
iligkilidir. Tekrarlama olasilig1 %50°dir. Cocukluk ¢aginda priapism Oykiisii
olan kisilerin %10-50’sinde eriskin yaslarda seksiiel disfonksiyon ve impotans
gelisir. Priapizmde corpus cavernosum oraklasan hiicrelerle tikanmustir, glans
penis ve corpus spongiosum ise korunmustur. Artmis intravaskiiler hemoliz ve
NO biyoyaralanimindaki azalmanin da priapism patogenezindeki roli
gosterilmistir. Tekrarlayan priapismi Onlemek i¢in oral pseudoefedrin,
hidroksiiire, sildenafil, etilefrin preparatlar1 ve GnRH analogu olan leuprolide
enjeksiyonunun smirh etkileri gosterilmistir. Ayrica NO ve adenozin sinyal

ileti yolaklar1 ile ilgili yogun ¢aligmalar yapilmaktadir [70-72].
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)

2.2.4.2. Kronik komplikasyonlar ve hedef organ hasan

Biiyiime ve Gelisme: Biiyiime geriligi boydan ¢ok viicut agirhigini etkiler ve
goriilme siklig1 agisindan kadin veya erkek arasinda belirgin bir fark yoktur.
Eriskin doneminde genellikle normal boya ulasilir fakat kilo normal seviyenin
altinda seyreder. Bu hastalarda biiyiime hormonu seviyeleri ve stimiilasyon
testleri genelde normaldir. Hastalarda sekstiel olgunlasmada da gecikme vardir.
Ozellikle erkeklerde eriskin donemde sperm motilite, morfoloji ve sayisina bagl
olarak fertilite kayb1 goriilebilir [73,74].

Santral Sinir Sistemi: OHA’de %20-35 sikliginda fokal norolojik kayba neden
olmayan, sadece beyin MR’da bir veya daha fazla odakta T2 hiperintens sinyal
degisiklikleri ve noropsikolojik bozukluklarla seyreden sessiz enfarktlar
goriilmektedir. Bu cocuklarin okul basaris1 diisiiktiir, ndropsikolojik testlerle
akademik performanslar1 takip edilmelidir [75].

Kardiovaskiiler Sistem: Kronik anemi ve kompansatuar artmis kardiak debiye
bagli olarak hastalarin %50’sinde sol ventrikiil hipertrofisi, bircogunda da
kardiyomegali goriilmektedir. Hafif siddette sistolik iiflirim genelde duyulur.
EKO’da sag ve sol ventrikiil dilatasyonu, EKG’de uzun QT sendromu
gortilebilir. Pulmoner hipertansiyon en 6nemli kardiak komplikasyonlardan
biridir, OHA’li ¢ocuklarda prevelansi %10’dur. Patogenezde artmigs hemoliz ve
NO biyoyaralaniominda azalma sorumlu tutulmaktadir. Pulmoner arter sistolik
basmcinin > 35 mmHg, TRV (tricuspid regurgitant jet velocity) > 2.5 m/s olmasi
ile tan1 koyulur [76, 77].

Solunum Sistemi: OHA’li hastalarda giin i¢inde veya nokturnal hipoksemi
gelisebilir ve PaO, (parsiyel oksijen basinci) diisiik seyreder. Pulmoner fibrozis,
kronik akciger hastalig1 ve astim prevelansi artmustir [78].

Bobrekler: OHA’de erken yaslarda renal kan akimi ve GFR degerleri
normalden yiiksekken yasla birlikte belirgin sekilde azalir. Renal medulladaki
vasa rekta’larin harabiyetine bagli olarak bobrek konsantrasyon yetenegini
kaybeder. Hiposteniiri OHA’de en erken ve en sik goriilen renal anomalidir.
Hastalarin idrar ¢ikislar1 2000 ml/m*/giin’e kadar artabilir, dehidratasyona
yatkmlik olusur, nokturi gelisir, bu da klinikte genellikle eniirezis seklinde

goriiliir. Renal kan akimmin zamanla azalmasiyla renal tubiiler asidifikasyon

16



6)

7

8)

9

defektleri ve papiller nekroz gelisir. Papiller nekroz makroskopik veya
mikroskopik hematiiri olusumuna neden olur. Genelde hematiiri etyolojisi
benign olmakla birlikte OHA’de renal medullar karsinoma riski arttig1 icin ileri
tetkiklerle bu tan1 dislanmalidir. Ayrica idrarla sodyum kaybi artmus
(hiporeninemik hipoaldesteronizm), potasyum atilimi bozulmustur. Proteintiri,
nefrotik sendrom ve kronik bobrek yetmezligi gozlenebilen diger bobrek
anomalileridir [79,80].

Karaciger ve Safra yollarn: kronik hepatomegali, transaminaz yiiksekligi,
kronik anemiye bagh pigmente safra taslarinda artis (18 yasma kadar hastalarin
en az %30’unda kolelityazis gelisir), transflizyon iliskili hepatit (6zellikle
Hepatit C), intrahepatik oraklasma krizi, tekrarlayan transfiizyonlara bagh artmis
demir yiikii ve hepatik fibrozis, tekrarlayan vaskiiler obstruksiyon ve
disfonksiyona bagli hepatik nekroz, portal fibroz ve siroz goriilebilir [81].
Dalak: Yaklasik 6. ayda cocuklarda splenomegali belirginlesir ve erken
cocukluk doneminde devam edebilir. Ancak kisa siire i¢inde tekrarlayan dalak
icindeki oraklasma krizlerine bagli fonksiyonel hiposplenizm gelisir, ardindan
da dalak progresif fibrozise gider (otosplenektomi). OHA’li ¢ocuklar pndmokok
ve H.influenza pndmoni ve menenjitine normal ¢ocuklardan 300-600 kat daha
duyarhdir. Ayrica gram negatif enterik organizmalar ve Salmonella
enfeksiyonuna yatkinlik artmistir. OHA’de Oliimlerin en biiyliik sebebi
enfeksiyonlardir ve 6zellikle hayatim ilk 5 yilinda gerceklesir [74,82].

Kemikler: Femur basi avaskiiler nekrozunun en yaygin nedeni OHA’dir ve 35
yasina gelmis OHA olan hastalarmm %50’sinden fazlasinda goriilmiistiir [83].
Humerus bas1 avaskiiler nekrozu ise daha nadirdir. Ayrica kemiklerde meduller
kavitede genisleme ve kortikal incelme goriiliir.

Cilt: OHA hastalarinin yaklasik %10-20’sinde bacak iilserleri gortiliir.
Genellikle travmaya bagl olarak, malleolusun i¢ veya dis tarafinda, siklikla da
iki tarafli olusur. Bacak iilserleri iyilesmeye direnglidir ve ayrica dokuda
iltihabin  ilerlemesi sonucu osteomiyelit veya tetanoz gibi sistemik
enfeksiyonlara yol agabilir. Bacak iilserleri 10 yasindan 6nce nadiren olusur.
Tekrarlayan oraklasma ataklar1 tlserlerin gelisimi ve devamliligmma katkida

bulunurlar. Iyilesmesi icin haftalar gerekebilir [19,84].
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2.2.5. Tam

Intrauterin dénem: Orak hiicre hastalig1 icin varolan tedavi yontemlerinin
yetersiz kalmasi nedeniyle dogum oOncesi donemde tanisinin konulmasi Onem
kazanmistir. Fetal donemde birinci trimesterda yapilan koryon villus biyopsisi veya
ikinci trimesterda yapilan amniyosentez ile elde edilen fetal DNA kullanilarak orak
hiicre mutasyonunun molekiiler analizi ile prenatal tan1 yapilabilir [19].

Yenidogan donemi: OHA’li yenidoganlar genellikle anemik degildirler ve
semptom vermezler. Ancak yenidogan doneminde hastaligin taninmasi mortalite ve
morbiditeyi azaltabileceginden Onemlidir ve bu nedenle yenidoganlarin taranmasi
onerilir. Tan1 yontemleri olarak asit ve alkali elektroforez, HPLC (High-performance
liquid chromatography) ve izoelektrik fokuslama (IEF) kullanilan yontemlerdir. Bu
sayede hastaligin tipini belirlemek ve tasiyicilart saptamak miimkiin olmaktadir.
Gilintimiizde varyant hemoglobin tayininde HPLC ilk basamak olarak yerini almistir.
HPLC ile varyant hemglobin saptanmasi durumunda IEF dogrulayict tetkik olarak
uygulanmaktadir. Filtre kagidindan elde edilen DNA’nin PCR amplifikasyonu ile de
orak hiicre hastalig1 belirlenebilir [19, 85, 86].

Daha biiyiik yas gruplarinda: Hastanin 6ykiistinde ik, geldigi yore, aile oykiisii,
yakinmalarinin baslangic zamani1 ve tetikleyen etkenler degerlendirilmelidir. Fizik
muayenede solukluk, sarilik, splenomegali, infeksiyon bulgulari, organ ve iskelet
sistemindeki sekil bozukluklar1 degerlendirilmelidir [19].

Bebeklik doneminde Hb S orani artip Hb F diistiikge orak hiicre hastaliginin
bulgular1 ortaya ¢ikmaya baslar. Yaklasik 4. ayda hemolitik anemi bulgular1 ortaya
cikar. Periferik yayma bulgular1 ¢esitlidir. Tipik orak hiicrelerinin yaninda hedef
hiicreler, sferositler, bikonkav diskler, dalak fonksiyon bozuklugunu gosteren Howel-
Jolly cisimcikleri, normoblastlar, eritrositlerde bazofilik noktalanma, mikrositoz ve
poikilositoz gortlebilir [87, 88].

Artmis eritropoeze bagl olarak retikiilositoz, ortalama eritrosit hacmi (MCV) ve
eritrosit dagilim genisliginde (RDW) artis goriliir. Retikiilositler kemik iliginden kisa
bir siire dnce kana salinan kirmizi kan hiicreleridir. Ribozomal RNA’y1 ¢okerten 6zel
bir boya varliginda taninirlar. Olusan presipitatlar mavi veya siyah noktalanmalar olarak

goriiniirler. Retikiilositler i¢indeki kalint1 RNA’lar dolasimdaki ilk 24-36 saat icinde
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metabolize olurlar. Retikiilosit sayis1 kirmizi kan hiicre yapimu ile ilgili olarak dogru bir
Olctim verir [87].

Laboratuar tetkiklerinde serum indirekt biliiribin ve laktat dehidrogenaz (LDH)
diizeyleri artmis, haptoglobin diizeyleri azalmistir. Haptoglobin plazmada yiiksek
miktarda bulunur (~1g/L) ve hemolizle agiga ¢ikan hemoglobine baglanir. Hemoglobin-
haptoglobin kompleksi hizla mononiikleer fagositler tarafindan temizlenir. Bu nedenle
hemoliz durumunda haptoglobin diizeyi azalir [87,89,90].

LDH’nmn farkli dokular igerisindeki konsantrasyonu serumda bulunan enzim
miktarmin yaklasik 500 kat1 kadardir. Bu sebeple hasarli dokudan az miktarda enzim
sizitis1 serumdaki LDH aktivitesini belirgin 6l¢iide arttirir. LDH enzim aktivitesinin en
yiiksek oldugu organlar ve hiicreler: iskelet kasi, karaciger, kalp, bobrek ve
eritrositlerdir. LDH enzimleri M (kas) ve H (kalp) tipi peptidlerin olusturdugu 4 tane
subliniteden meydana gelir. LDH’nin 5 farkl izoenzimi vardir: LDH-1 (H4), LDH-2
(H3M), LDH-3 (H2M2), LDH-4 (HM3), ve LDH-5 (M4) [91].

LDH-1
} Kalp kasi, bdbrek, ve eritrositler jars:
LDH-2

LDH-3 } Dalﬂk, akciéer, lenf nodu, |akosit jams:

lenfoid doku enfeksiyonu, splenik nekroz, malignensi,

LDH-4 pulmoner embeli)
} Iskelet kasi, karaciger jars: Kk hastaii)
LDH-5

Myokardialinfarktis, hemeliz, renal infarksiis)

-

Ozellikle intravaskiiler hemolizde hemoglobiniiri ve hemosideriniiri goriiliir.
Plazma serbest hemoglobin, methemalbiimin, methemoglobin diizeyleri ve hemopeksin-
hem kompleksi ylikselmistir [87, 88].

Orak hiicre hastaliklarinin ayirici tanisi1 Tablo 2.1°de 6zetlenen sekilde yapilabilir

[74].
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Tablo 2.1. Orak hiicre sendromlarinin ayirici tanisi [74].

a Klinik i Ortalama . Ortalama Mcv Retikiilosit Eritrosit
Sendrom ] . Splenomegali Hemoglobin Hematokrit (1) =) Morfolojisi Elektroforez
Siddeti _ (e/dl) (%)
AS Asemptomatik (-} MNormal Mormal Norma Normal Nadir hedef hiicre 35-45% 5
55-60% A; F°
55 Siddetli Erken .5 22 85 5-30 Bol hedef hiicre 80-96% 5;
cocuklukta [+ ISCs (4+) ve NRBCs 2-20% F*
5C Hafif/Orta (+) 1 33 80 2.5 Eloldtmldseésh[t:llir]e 50-55% S:
s e 45-50% C; E°
s/Be talasemi Orta/siddetli (+) 8.5 28 65 3-20 Belirgin hipokromi 50-85% §;
ve mikrositoz, 2-30% F°;
Bol hedef hiicre =3 5% A7
ISCs (3+) ve NRBCs
/Bt talasemi Hafif/Orta (+) 10 32 72 2-6 Hafif mikrositoz 50-80; 5;
ve hipokromi, 10-30% A:
:oldheldseé hiicre 0-20% P
Bairisks =3.5% A2
, - Hafif hipok i
SS/atalasemi  Hafifforta () 10 27 70 510 ST SIS
nadir 15Cs (+2) 0-20% F°
S/YFHE Asemptomatik () 14 40 85 1-3 ';":Cds"":&fhu”e 60-80% S;
"' 15-35% F°

*bitin sendromlarda periferik yaymada orak hicre gorllir, *Hb F dagilimi homojen, “Hb F dagilimi heterojen
Kisaltmalar: YPFH: yiksek persistan fetal hemoglobin, 15C: irreversibl sickle cell, NRBC: niikleated red blood cell

2.2.6. Tedavi

OHA’li hastalar diizenli olarak takip edilmelidir. Hastalarin stabil oldugu
donemdeki hemoglobin, retikiilosit, beyaz kiire sayisi, trombosit sayis1 gibi temel
laboratuar bulgular1 ile fizik muayene bulgularinin bilinmesi hastalik donemlerinde
tanimin hizla konulup tedaviye erken donemde baslanmasmi saglamaktadir. Hastalarin
ve ailelerinin ozellikle agrili ataklar ve Onlenmesi konusunda bilgilendirilmesi
morbiditeyi ve hastaneye yatma oranlarimi azaltacaktir. Tekrar ¢ocuk sahibi olmayi
planlayan ailelere genetik danmigsmanlik hizmetinin verilmesi hastaligin Onlenmesi
acisindan Onemlidir. Biitiin hastalara pnomokok, Haemophilus influenza, Hepatit B,
meningokok ve yillik influenza asilar1 yapilmalidir. Bes yasin altindaki c¢ocuklara
penisilin profilaksisi verilmelidir. Retinopati yoniinden diizenli g6z muayenesi, dalagi
olmayan hastalarda dis veya diger invaziv girisim yapilacaksa uygun profilaktik
antibiyotik tedavisi baslanmasi, diizenli araliklarla akciger ve kardiak fonksiyonlarin
degerlendirilmesi, batin ve transkranial ultrason taramalari, enfeksiyonlarm erken tani

ve tedavisi takipte onemlidir [73]. Folik asit yetmezliginin 6nlenmesi i¢gin giinliik 1 mg
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folik asit verilmesi Onerilmektedir. Cinko eksikliginin oraklasmayi arttirdigi tesbit
edildiginden hastalara diizenli ¢inko destegi saglanmalidir [92].

Hidroksiiire tedavisi: OHA hastaligimin tedavisi oraklagsmanin Onlenmesi
prensibine dayanmaktadir. Hb F seviyesinin yliksek olmasi (>%20) OHA’de koruyucu
etkiye sahiptir. Hb F, Hb S’in polimerizasyonunu inhibe etmektedir. Hb F’i artiran
ajanlar arasinda en yaygin olarak kullanilami hidroksiiiredir. Hidroksiiire eritroid kok
hiicrelerin terminal farklilasmasini azaltarak Hb F sentezinin artmasina neden olur ve
oraklagsmay1 azaltarak eritrositlerin yasam siirelerini uzatir. Hidroksiiire eritrositlerin
hidrasyonunu ve NO f{iretimini arttirirken, eritrosit adezyon molekiillerinin sentezini
azaltwr. Hidroksiiire kullanilan hastalarda kullanmayan hastalara gére vazo-okliizif agri,
akut gogiis sendromu ve kan transfiizyonu insidansinda anlamli Ol¢lide azalma
gozlenmistir [93]. Fakat hastalarin %40’inda ilacin kullanimima yanit alinmayabilir. Yan
etki olarak kemik iligini baskilayarak 16kosit, trombosit ve retikiilosit sayilarini azaltir.
Bu yiizden hastalar aylik hemogram takibi ile monitorize edilmelidir. Ayrica sag
dokiilmesi, ciltte pigment degisikligi, gastrointestinal semptomlar, sperm sayir ve
motilitesinde azalmaya neden olabilir [94]. Hidroksiiirenin uzun donemde olusturdugu
biiylime-gelisme lizerine etkileri, teratojenik ve karsinojenetik etkileriyle ilgili heniiz
yeterli bilgi yoktur. Toksisite bulgulari; nétrofil sayismm < 1,000/mm’, trombosit
sayisinin < 80,000/mm’, absolii retikiilosit sayismm < 80,000/mm’ olmasi ve Hb
seviyesinde 2 g/dl’den fazla diisiis olmasidir. Hidroksiiire tedavisi 15-20 mg/kg/giin
dozunda baslanip her 8 haftada bir 5 mg/kg/giin arttirilarak 35 mg/kg/giin dozuna kadar
¢ikilabilir [95].

Hb F yapimimi arttiran bir diger ajan 5-aza-2’-deoxycytidine (decitabine)’dir.
Demetilasyon yapan bir antineoplastik ajan olan decitabine ile yapilan sinirli sayidaki
klinik caligmalarda hidroksiiireye cevapsiz olan hastalarda Hb F diizeyini yaklasik %14
oraninda arttirdig1 gosterilmistir [96]. Kisa zincirli yag asitleri (valproik asit gibi) ve
eritropoetin Hb F yapimini uyaran diger ajanlardir [97].

Transfiizyon tedavisi: Kronik kan transfiizyon tedavisinin amaci eritropoezi
etkili sekilde baskilamak ve transflizyonlarla Hb S seviyesinin %30’un altinda
kalmasini saglamaktir. Bu tedavi yaklasimi OHA’ye bagl inme, vazo-okliizif kriz gibi
komplikasyonlarin insidansinda azalmaya neden olmaktadwr. Ayrica akut gelisen
komplikasyonlarda (hemolitik kriz, aplastik kriz, iskemik atak, tedaviye yanitsiz

priapism gibi), yiiksek riskli girisimlerden 6nce ve se¢ilmis gebeliklerde de transflizyon
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ithtiyac1 artmaktadir [73]. Genellikle hemoglobin diizeyi 7 gr/dl altina diismedikce
transflizyon yapilmamasi ve hiperviskoziteye neden olmamak i¢cin de hemoglobin
diizeyinin 10 gr/dl iizerine ¢ikarilmamasi onerilmektedir. Hiperviskoziteye bagli vazo-
okliizyon ve doku hasar1 artmaktadir. Basit transflizyon yapilmasmm yarar1 olmadigi
durumlarda Hb S oranmmin %30’un altina diisiiriilmesinin amacglandig1 parsiyel kan
degisimi yapimalidir [98]. Ayrica kan transfiizyonlarina bagl viral infeksiyonlar,
transflizyonel hemosiderozis ve minor eritrosit antijenlerine karsi alloimmiinizasyon
goriilebilecegi unutulmamali ve gerekli 6nlemler alinmalidir [99].

Kok hiicre nakli: Gilinlimiizde allojenik hematopoetik kok hiicre nakli OHA i¢in
tam iyilesme saglayan tek tedavidir. Genellikle agir komplikasyonlar1 olan Hb SS veya
Hb SP° hastalarma uygulanir. Tam HLA uyumlu kardes dondrden yapilan kok hiicre
nakillerinde hayatta kalma oran1 %90’1n iizerinde olup hastaliksiz yasam orani yaklagik
%85°tir [100]. Belirgin kronik organ hasar1 olmayan hastalara da HLA uygun
kardeslerden yapilan allojenik kok hiicre nakli uygulamalar1 artmaktadir ve oldukca
yiiksek oranda basar1 saglamaktadir [101].

Komplikasyonlarin tedavisi: OHA’de komplikasyonlarin erken tani ve tedavisi
onemlidir. Vasookluziv krizlerin tedavisinde temel prensipler oksijen desteginin ve
hidrasyonun saglanmasi, agri1 kesicilerin uygun sekilde kullanilmas1 (asetaminofen, non-
steroidal antiinflamatuarlar, oral veya iv opioidler gibi) ve tetikleyici nedenin
tedavisidir. Agr1  ataklarinda yardimci tedaviler; trankilizanlar, laksatifler,
antihistaminikler, antiemetikler ve psikoterapiden olugsmaktadir.

Akut gogiis sendromu mortal seyredebilecegi i¢in yakin takip edilmelidir. Oksijen
saturasyonu takibi, hemoglobin diizeyinin monitorizasyonu, sivi ve oksijen destegi ve
agr1 yonetimi Onemlidir (sedatif etkili analjeziklerden kacinilmalidir). Pnémoni ile
ayirici tam yapilincaya kadar Streptococcus pneumoniae ve Mycoplasma pneumoniae’y1
kapsayan genis spektrumlu ampirik antibiyotikler baglanmalidir. Siddetli olgularda kan
transflizyonu ile hematokrit diizeyi %30’un {izerinde olacak sekilde kan verilmeli,
transflizyon sonras1 hemoglobin diizeyi 10 g/dI’nin iizerine ¢ikmamalidir. Transfiizyona
yanitsiz veya ciddi hipoksemik hastalarda kan degisimi yapilmali, mekanik ventilasyon
destegi agisindan yakin takip edilmelidir. Akut gogiis sendromunda steroid kullanimi
tartigmalidir [102].

Santral sinir sistemi bulgular1 saptandiginda vital bulgular1 diizeltildikten sonra

nedeni arastrmaya yonelik ileri tetkik yapilmali ve en kisa zamanda parsiyel kan
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degisimi yapilmalidir. Ama¢ HbS seviyesini %30’un altina ¢ekmek ve hemoglobin
seviyesini yaklasik 10 g/dI’ye arttirmaktir [62,65].

Priapizmin tedavisi corpus cavernosumda biriken kanin cerrahi olarak
bosaltilmasidir. Bununla beraber agr1 kesiciler, 1lik pansuman ve s1vi tedavisi uygulanip
kan verilebilir. Tedaviye direncli olgularda kan degisimi yapilmalidir [70,72].

Aplastik krizler genellikle kendini sinirlar ve kemik iligi bir hafta i¢inde tekrar
eritrosit iiretimine baglar. Aneminin asmr1 arttigi bu donemde temel tedavi eritrosit
verilmesidir ve genellikle tek bir transfiizyon yeterli olur. Dalagin sekestrasyon krizinde
damar yolu ile bol sivi verilmelidir. Kan verilmesi veya degisim transflizyonu
gerekebilir. Kapsiillii bakteri infeksiyonlarma artan yatkinlik ve tekrarlayan
sekestrasyonlar nedeniyle genelde ilk ataktan sonra dalagin alinmasi 6nerilir [69].

Yeni tedavi yaklasimlar: Yeni tedavi yaklasimlariin en 6nemli basamagini NO
biyoyararlanimimi arttrmaya yonelik olan inhale NO tedavisi, L-arginin destegi ve
sildenafil tedavisi olusturmaktadir. Yapilan ¢alismalar inhale NO tedavisinin akut gogiis
sendromu gelisen OHA’li hastalarda pulmoner hipertansiyonu azalttigimmi ve
ventilasyon-perfiizyon uyumsuzlugunu 6nledigini géstermistir [103,104]. Ayrica VOK
olan hastalarda inhale NO ile agr1 skorunun diistiigi ve opioid ihtiyacinin azaldigi
gosterilmigstir [105]. Bir ¢calismada sekonder pulmoner hipertansiyon gelismis OHA’li
hastalarda oral L-arginin tedavisi ile pulmoner arter sistolik basincinda %15.2 oraninda
diisiis, oksijen saturasyonunda %20 oraninda diizelme oldugu gosterilmistir [106].
Fosfodiesteraz-5 inhibitorii olan sildenafilin cGMP indirgenmesini inhibe ederek NO
etkisini arttirdig1 ve pulmoner hipertansiyonda fayda sagladig1 gosterilmistir [107].

Gardos kanal blokorii olan clotrimazol ve K:Cl kotransport inhibitérii olan
magnezyum pidolat eritrositlerin dehidratasyonunu onleyerek oraklagsmay1 azaltir. Bu
ajanlarin tedavide etkili oldugunu gosteren ¢alismalar vardir [39,108].

Sulfosalazin, polinitroksil albumin, deksametazon, integrin ve p-selektin karsit1
molekiillerin antiinflamatuar ve antiadeziv etkileri, diisiik doz warfarin, diisiik doz
heparin ve aspirinin antikoagiilan ve antiagregan etkileri, E vitamininin antioksidan
etkilerinin OHA tedavisindeki etkinlikleri arastirilmaktadir [109].

Intravaskiiler hemoliz sonucu a¢iga c¢ikan ve oksidatif hasar1 arttran serbest
demiri uzaklastirmak icin selasyon tedavisi verilebilmektedir [110].

Ayrica plazmadan serbest hem ve hemoglobinin klirensini saglayan haptoglobin

ve hemopeksin yapimini uyaran yaklasimlar {lizerinde durulmaktadir. Japonya’da
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1985°ten itibaren insan plazmasi kaynakli haptoglobin ekstrakorporeal dolasima bagl
hemoliz gelisen hastalarda, travma sonrasi masif transflizyon alanlarda ve yanik
tedavisinde kullanilmaktadir. Bu tedavinin esas terapotik etkisi serbest hemoglobin
kaynakli bobrek hasarini engellemektir [111,112]. Hemolitik anemilerde haptoglobin
kullaniminin hemoglobiniiri ve bobrek hasarini azalttigini gosteren vaka bildirimleri de

bulunmaktadir [113].

2.2.7. Prognoz

OHA’de beklenen ortalama yasam stiresi erkekler i¢in 42 yas, bayanlar icin 48
yastir. Erigkinlerin %33’{i organ yetmezligi gelismeden akut komplikasyonlar nedeniyle
olmektedir (%781 AGS ve/veya VOK, %22’si inme nedeniyle). Ikinci sikliktaki &liim
nedeni ise kronik organ hasarina bagli olmaktadir (en sik bobrek yetmezligi nedeniyle).
Tekrarlayan AGS gecirmek, bobrek yetmezligi gelismesi, inme Oykiisii, bazal beyaz
kiire sayisinin > 15000/mm3 olmas1 ve diisiik Hb F diizeyleri erken yastaki mortalite
riskini arttirmaktadir [58]. Cocuklarda ise diinya genelinde hala en sik 6lim nedeni

enfeksiyonlardir [114].
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3. GEREC VE YONTEM

Calismaya, Akdeniz Universitesi ve Cukurova Universitesi T1p Fakiiltesi Pediatrik
Hematoloji Bilim Dalinda tanm1 almis 25 orak hiicre anemili hasta ve kontrol grubu
olarak 15 saglikli birey dahil edildi. Caligmaya alinan hastalarin:

v" Homozigot Hb SS olmalari,
v" Klinik durumlarinin stabil olmasi ve
v Son 3 ay iginde transflizyon almamis olmalar1 gerekli goriildi.

Orak hiicre anemisi tanis1 klinik, ailesel ve laboratuar bulgular1 degerlendirilerek
konuldu. Laboratuar bulgularindan o6zellikle Hb tiirlerinin belirlenmesi ve Hb F
seviyeleri Hb SS tanisinda degerlidir ve Akdeniz Universitesi Merkez Laboratuarinda
bulunan Bio-Rad VARIANT fully automated high performance liquid Q5
chromatography sisteminde (HPLC) (Bio-Rad Laboratories, Munich, Germany)
Olctilmiistiir.

Caligmaya katilan tiim hasta ve kontrol grubundan yazili onam belgesi alindi.

Calisma Akdeniz Universitesi T1p Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan onayland.

3.1. Hemoliz Varhginin Degerlendirilmesi

Plazmada hemoliz varligini degerlendirmek i¢in hasta ve kontrol gruplarindan elde
edilen kandan 7 parametreye bakilmistir.

I- Hemogram

2- Retikiilosit sayimi1

3- Plazma haptoglobin diizeyi

4- Plazma indirekt bilirubin diizeyi

5- Plazma laktat dehidrogenaz (LDH) aktivitesi

6- LDH izoenzim tayini

7- Plazma serbest hemoglobin diizeyi

Yukaridaki parametrelerden ilk altisini degerlendirmek i¢in Akdeniz Universitesi
Merkez Laboratuarindan hizmet alim1 yapilmistir.

Hemogram ve retikiilosit sayimi: Siemens Advia 2120 cihazinda yapilmaistir.

Plazma haptoglobin diizeyi: Haptoglobin nefelometrik olarak Akdeniz

Universitesi Merkez Laboratuarmmda bulunan Dade Behring cihazinda ¢alisilmustr.
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Plazma Laktat dehidrogenaz (LDH) aktivitesi ve bilirubin diizeyleri: Akdeniz
Universitesi Hastanesi Merkez Laboratuarida bulunan otoanalizérde ¢alisilmustir.

LDH izoenzim tayini: LDH izoenzim elektroforezi yontemiyle yapilmistir.
Bunun igin Merkez Laboratuarinda bulunan Interlab Mikrogel otomatize elektroforez
cithaz1 ve LDH izoenzim elektroforez kiti kullanilmistir.

Plazma serbest hemoglobin diizeyi: Enzyme-linked immiinoassay yOntemine

dayanan 6l¢lim kitiyle belirlenmistir.

3.2. Plazma Protein Karbonil Seviyelerinin Ol¢iimii

Protein orneklerinde karbonil miktarmi belirleyip 6lgmek i¢cin en uygun yontem,
protein  karbonilleri ile 2,4-dinitrofenilhidrazin (DNPH) arasinda reaksiyon
olusturmaktir (Sekil 3.1.) [48]. Son {iriin olarak gosterilen protein hidrazon 360-385

nm’de absorbans vererek spektrofotometrik olarak tayin edilmistir.

R NO,
Protein —é — O + H,NNH @ NO,
Protein Karbonil 2,4- dinitrofenilhidrazin
(DNPH)
szo
R NO,
proein—d—nwi—_>—wo.
Protein-hidrazon

Sekil 3.1. Protein hidrazon olusumu [48].

3.3. Plazma Lipid Oksidasyonunun Olgiimii

8-izoprostan tayininden dnce elde edilen plazmalar afinite kolon purifikasyonuna
tabi tutulmuslardir. Bu sayede enzim immiinoassay Oncesi ornekler 8-izoprostandan
zengin hale getirilmistir. 8-izoprostan miktarinin tayini kompetatif enzim immiinoassay
ile yapilmistir. Reaksiyon ortamina izoprostan antikoru ile beraber alkalen fosfataza
(ALP) bagimli 8-izoprostan ve oOrnek ilave edilmistir. Ornekte mevcut olan 8-

izoprostan, antikoruna baglanmak i¢in ALP-bagimli 8-izoprostan ile yarigir. Daha sonra
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alkalen fosfatazin substratini iceren reaktif ilave edilmistir. Reaktif ALP ile reaksiyona
girdikten sonra 412 nm’de dl¢iilen sar1 renk olusumuna neden olur. 412 nm’de 6l¢iilen

absorbans, ornekteki izoprostan miktari ile ters orantilidir.

3.4. Plazma Nitrit ve Nitrat Olciimii

Nitrik oksit metabolitlerinin 6l¢iilmesinde sistemde var olan tiim nitrat, nitrat
rediiktaz enzimi ile nitrite doniistiiriiliir. Olusan nitrit 2,3,-diaminoaphthalene (DAN) ile

reaksiyona girerek 1-naphthotriazole olusturur. Olusan iirlin florometrik olarak dlgiiliir.

3.5. Plazma Protein Nitrasyonunun Olciimii

Plazmada protein nitrotirozin miktar1 enzyme-linked immiinoassay yOntemine

dayanan 6l¢lim kitiyle belirlenmistir.

3.6. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz igin Sigma Stat 2.03 istatistik programi kullanildi. Hemoglobin,
direkt bilirlibin, 16kosit, trombosit, MCV, MCH, LDH izoenzimi, protein karbonil,
nitrotirozin ve nitrit/nitrat seviyelerinin p degerleri hesaplamak i¢in student t-testi
kullanilirken, retikiilosit sayisi, total biliriibin, LDH, haptoglobin, hemoglobin varyant
analizi, plazma serbest hemoglobini ve 8-izoprostan diizeylerinin p degerlerini
hesaplamak i¢cin Mann-Whitney Rank Sum testi kullamildi. Serbest plazma
hemoglobininin plazma karbonil ve nitrotirozin seviyeleri ile korelasyonunu
degerlendirmek icin lineer regresyon analizi kullanildi. P degerinin <0.05 olmas1 tiim

veriler icin istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismamiza 25 OHA hastasi ile benzer yas ve cinsiyette 15 saglikli kontrol
almdi. 25 hastanin 10°u kiz (%40), 15’1 erkek (%60) idi. Yas dagilimi ortalamasi 21,48
yil 1di. Kontrol grubunun 8’1 kiz (%53,3), 7’si erkek (%46,7) idi. Yas dagilimi
ortalamas1 20,53 yil idi (Tablo 4.1.).

Tablo 4.1. Yas ve cinsiyet dagilim.

OHA
KONTROL

10°u (%40)
8’1 (%53,3)

15° (%60)

Psi (%46,7) 20.53 +7.89 15

*ortalama + SDS

Kontrol ve c¢alisma grubu arasinda cinsiyet ve yas dagilimi agisindan fark
saptanmadi.

OHA hastalarinda taniy1 desteklemek, kontrol grubunda normal degerleri
saptayabilmek i¢in Hemoglobin tiirleri elektroforez yontemi ile degerlendirildi (Tablo

4.2.).

Tablo 4.2. Hasta ve kontrol grubunda variant hemoglobin degerleri.

| KONTROL* | OHA* | P
Hb F (%) 1.03 £0.51 10.37 £6.79 <0.001
Hb A, (%) 2.87+0.17 411+ 0.66 <0.001
Hb A (%) 96.1+0.5 Yok
Hb S (%) Yok 85.52 + 6.63

*ortalama + SDS

OHA grubunda Hb A, kontrol grubunda Hb S saptanmazken OHA grubunda Hb

F ve Hb A, seviyeleri kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek saptanmistir

(p<0.001).

OHA ve kontrol grubunda hemoliz varligin1 gosterebilmek i¢in tam kan sayimi

ve biyokimyasal veriler degerlendirildi (Tablo 4.3.).
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Tablo 4.3. Hasta ve kontrol grubunda tam kan sayimi1 ve biyokimyasal veriler.

KONTROL* OIE?VIEI\I/{[}JS?BE

Hemoglobin (g/dl) 14.03 +1.08 9.15+1.31 <0.001
Retikiilosit Sayimm (%) 0.87 £0.26 11.34 +4.46 <0.001
MCV(L) 86.33 £5.16 101.76 + 15.47 <0.001
MCH (pg/hiicre) 29.43 +1.60 34.31 £5.87 0,003

Total Bilirubin (mg/dl) 0.56 £0.36 3.40 £2.00 <0.001
Direkt Bilirubin (mg/dl) 0.16 £0.07 0.63 £0.26 <0.001
LDH (U/L) 205.40 + 50.13 491.80 + 190.83 <0.001
Haptoglobin (mg/dl) 128.35+71.37 26.49+0.13 < 0.001
Lékosit (bin/mm’) 7.08 £2.23 10.52 +£3.56 0,002

Platelet (bin/mm’) 277.07 £ 77.06 567.12 £ 192.51 <0.001

*ortalama + SDS

OHA grubunda hemolize bagli olarak tam kanda hemoglobin ve plazmada
haptoglobin diizeyleri kontrol grubuna gore anlamh olarak azalmisken, MCV, MCH,
retikiilosit, plazma LDH, total ve direkt bilirubin diizeyleri kontrol grubuna gore anlamli
olarak artig gostermistir.

Sekil 4.1.’de kontrol (K) ve hasta grubunun (OH) 6rnek bir LDH izoenzim
elektroforez sonucu verilmistir. Tablo 4.4’de kontrol grubunda ve orak hiicre anemisi

hastalarinda 6l¢iilen LDH-1 ve LDH-2 enzim yiizdeleri verilmistir.

Ki EKI OHL OHI OH3 OH4 OHS OHe OHT OHE OH? OHI0O OHIL

LDHL LLLE X Koo TR -

LDH2 S S G CID CUD GID ew SN TED TR R S

LIDH3 - -
LDH4

LIDHS

Sekil 4.1. LDH izoenzim tayini.

Tablo 4.4. LDH izoenzim degerleri.

KONTROL* ORAK HUCRE ANEMISi*
LDH-1 (%) 22,2 +4.50 35.70 +7.33 <0.001
LDH-2 (%) 33.20 +3.20 33.40 £4.28 > 0.05

*ortalama + SDS

OHA grubunda LDH-1 izoenzim yiizdesi kontrol grubuna goére anlaml olarak

daha yiiksek saptandi (p < 0.001).
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gosterilmistir.

200 —

Hasta ve konrol grubunda serbest plazma hemoglobin diizeyleri Sekil 4.2.°de
160
80

*
) J l
o -

Kontrol Orak Hiicre Anemisi

Plazma Serbest Hemoglobin
(ng/m

Sekil 4.2. Serbest plazma hemoglobin diizeyleri.

OHA grubunda serbest plazma hemoglobin diizeyleri 177,36 £+ 7,05 ng/ml, kontrol
grubunda ise 50,78 + 2,40 ng/ml saptandi. OHA hastalarinda bu deger anlamli olarak
daha ytiksek saptand1 (*p < 0.001).

Plazmada fosfolipidlerin oksidasyon {iriinii olan 8-izoprostan diizeyleri Sekil

4.3.’te gosterilmistir.

Plazma B-izoprostan
(pg/ml)
@

) _J
o -

Kontrol Orak Hiicre Anemisi

Sekil 4.3. Plazma 8-izoprostan diizeyleri.

OHA grubunda plazma S8-izoprostan diizeyleri kontrol grubuna gore anlamli
olarak daha yiiksek saptandi (kontrol: 44,26 + 4,04 pg/ml, OHA: 131,39 + 21,6 pg/ml.
*p=0.000).
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Protein oksidasyonunun gostergesi olan plazma protein karbonil miktarlar1 Sekil

4.4.’te gosterilmistir.

0.8 + bl

'.E
0 = 06 T
5 -8
23
g =9
= DEﬁ 0,4 +
=3
E 0,2 +
==

D -

Kontrol Orak Hiicre Anemisi

Sekil 4.4. Plazma protein karbonil diizeyleri.

OHA grubunda plazma protein karbonil diizeyleri kontrol grubuna gore anlamli
olarak daha yiiksek saptandi (kontrol: 0,39 £+ 0,06 nmol/mg protein, OHA: 0,67 + 0,07
nmol/mg protein *p = 0.011).

Nitrik oksitin son metabolik tiriinleri olan nitrit (NO;) ve nitrat (NO3") diizeyleri

Sekil 4.5.’te gosterilmistir.

25 T

20 + A

15 +

Plazma Nitrit ve Nitrat
(nmol/ml)

Kontrol Orak Hiicre Anemisi

Sekil 4.5. Plazma nitrit ve nitrat seviyeleri.

OHA grubunda nitrit ve nitrat diizeyleri kontrol grubuna goére anlamli olarak
daha yiiksek saptanmistir (kontrol: 13,10 = 0,70 nmol/ml, OHA: 17,5 + 1,30 nmol/ml,
*p=10.03).

Hasta ve konrol grubunda plazma protein nitrasyon (nitrotirozin) diizeyleri Sekil

4.6.’da gosterilmistir.
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0,2

0.16

0.12

(nmol/ml)

0.08

Plazma Nitrotirozin

0.04

Kontrol

Orak Hiicre Anemisi

Sekil 4.6. Plazma nitrotirozin diizeyleri.

Orak hiicre anemisi grubunda plazma nitrotirozin diizeyleri kontrol grubuna goére
anlaml olarak daha yiiksek saptandi (kontrol: 0,12 + 0,026 nmol/ml, OHA: 0,18 =+
0,016 nmol/ml, *p < 0.001).

Hasta ve konrol grubunda korelasyon gdsteren biyokimyasal veriler Sekil 4.7.’de

gosterilmistir.
22 2
A} & 20 ] = yT-0A23x+10.55 B} = y= 39.571x + 150.69
.
= 45 . RZ=04178 S — | RZ=0473 .
E p=0,036 2 c p= 0,038 -
18 4 o @ .
= %51
= 14 = 2
[75] Ea
= 127 2o
2 10 2E
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i 1 o
— E
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@ N —
[ o
o
2 . .
[ 7 8 ] 10 " 12 100 120 140 160 180 200 220 240
Hemoglobin (g/dl) Plazma Hemoglobin (ng/m1l)
C} 0,24
y=868.50 x + 24.37
£ o2l RZ=0a72 .
5 ! p=0,039
=
S =
_E % 0,20 4 . - : . -
=
] E o118 - -n -
E~ - 3 - .
£ 0,16 . P - . .
.
014
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Sekil 4.7. Korelasyon gosteren biyokimyasal veriler.

Istatistiksel olarak anlamli korelasyon A) Retikiilosit sayimi ve hemoglobin
diizeyleri, B) Plazma protein karbonil ile plazma serbest hemoglobin diizeyleri ve C)

Plazma nitrotirozin ile plazma serbest hemoglobin diizeyleri arasinda goriilmiistiir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Orak hiicre hastalig1 en yaygin goriilen kalitsal hemoglobinopati olup diinya
genelinde énemli bir halk sagligi problemi olusturmaktadir. Ulkemizde de ozellikle
Cukurova bolgesinde bazi yorelerde siklik %3-44 arasinda saptanmis olup yaklasik
1200 OHA hastas1 oldugu bilinmektedir [32,33]. Hastaligin fatal seyredebilen bir¢ok
akut ve kronik komplikasyonu vardir ve hastalarin yasam kalitesini ve siiresini
azaltmaktadir. Ortalama beklenen yasam siiresi erkeklerde 42, bayanlarda 48 yil olup
tek kiiratif tedavisi kok hiicre naklidir [58]. Bu yiizden hastalik hakkinda toplumun
(6zellikle de tasiyicilarm) bilgilendirilmesi, prenatal taninin koyulabilmesi, hastaligin
patogenezinin 1yl anlasilmasi ve bu sayede hastalarin yasam kalitesini ve sliresini
arttiran yeni tedavi yaklasimlari tizerinde ¢aligilmasi 6nemlidir.

Deoksi durumundaki Hb S hizli bir sekilde polimerize olur. Oraklagsmis hiicreler
kiiciik kapillerleri ge¢mek i¢in gerekli sekil degistirme yetenegini kaybederler ve
mikrovaskiiler okliizyonlara neden olurlar. Oraklasmis hiicrenin reoksijenasyonu ise
kararsiz bir form olusturur, hiicre otooksidasyona ugrayarak oraklagsmay1 geri
dontistimsiiz kilar ve orak hiicreler kapillerlerden gecerken hemolize ugrar [3]. Orak
hiicre hastaliginda hemoliz de§ismez bir bulgudur. Eritrositlerin yaklasik iigte biri
intravaskiiler hemolize giderler. Yapilan calismalarda intravaskiiler hemolizin
eritrositlerden simultan hemoglobin ve arginaz salinimina neden olarak NO’in
fizyolojik etkisini kaybetmesine neden oldugu gosterilmistir [15,18]. Boylece vaskiiler
inflamasyon siireci baglar.

Ayrica OHA’li hastalarda artmis ksantin dehidrogenaz (XO) ve vaskiiler NADPH
oksidaz aktivitesi intravaskiiler O, (siiperoksit anyonu) salinimina neden olur. Artmis
oksidatif stres altinda NO antioksidan ozelligini kaybeder, siiperoksit anyonu ile
reaksiyona girerek peroksinitrit (ONOO?) olusturur. Peroksinitritin kendisi ¢ok kuvvetli
bir oksidan olup protein ve lipid oksidasyonuna sebep olur [6,54].

(Calismaya alinan hasta ve kontrol grubunun hemoglobin varyantlar1 Bio-Rad
VARIANT fully automated high performance liquid Q5 chromatography sisteminde
Olgtilmiistir. HPLC sisteminin Hb S’i taramak i¢cin duyarli, 6zgiin ve giivenilir bir
yontem oldugu gosterilmistir [115]. Hasta grubunda Hb S orani %85.52 £ 6.63 olup,
Hb A saptanamamistir. Bu durum OHA tanismi desteklemektedir. Ayrica OHA
grubunda Hb F (10.37 + 6.79) ve Hb A, (4.11 £ 0.66) oranlar1 hasta grubuna gore
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belirgin yliksek saptanmistir. OHA’de yiiksek Hb F seviyesinin (>%20) hastaligin
siddetini ve komplikasyon gelisme riskini azalttigi bilinmektedir ve Hb F’i artiran
ajanlar arasinda en yaygm olarak kullanilan1 hidroksitiredir [95,116]. Bizim de
hastalarimizin tamami hidroksiiire tedavisi almaktaydi ve son 3 ay i¢inde akut
komplikasyon gecirmemislerdi. Daha Onceki caligmalarda da Hb A, diizeyinin de
OHA’de yiiksek oldugu ve bu durumun Hb S’in polimerizasyonunu inhibe ettigi
gosterilmistir [117,118].

Orak hiicre hastaliklarinda degisken siddette hemoliz goriilmektedir. Klinigin ve
hemoliz bulgularmin en agir oldugu grup homozigot Hb SS (OHA) olan gruptur. Hasta
grubumuzda hemoliz gostergesi olarak hemoglobin ve haptoglobin diizeyleri belirgin
olarak diisiik iken, retikiilosit, ortalama eritrosit hacmi (MCV), ortalama eritrosit
hemoglobini, plazma serbest hemoglobini, total ve direkt bilirlibin diizeyleri, total LDH
ve LDH-1 izoenzim diizeyi belirgin yiiksek saptanmistir. LDH diizeyi intravaskiiler
hemoliz i¢in kullamish bir belirtegtir. Ozellikle LDH-1 izoenzimi basta eritrositler
olmak Ttizere kalp kasi ve bobrek hiicrelerinde bulundugu i¢in iyi bir hemoliz
gostergesidir [91,119].

OHA'’li hastalarda yapilan ¢alsimalarda LDH diizeyinin esas alindigi hemolitik
hiz ile NO tiiketiminin ve NO metabolizmasindaki degisiklik sonucu pulmoner
hipertansiyon prevelans ve siddetinin korele seyrettigi gosterilmis [15,120]. Ayni
sekilde serebrovaskiiler olaylar, priapism ve bacak {ilserasyonu ile hemoliz ve vaskiiler
disfonksiyon iligkisini gosteren calismalar da mevcuttur [121,122]. Ayrica yiiksek
hemoglobin ve beyaz kiire degerlerinin ve diisiik Hb F diizeyinin vaso-okluziv kriz ve
akut gogiis sendromu ile iliskisi gosterilmistir.

OHA grubunda beyaz kiire sayisi (10.52 + 3.56 bin/mm’) ve trombosit sayisi
(567.12 + 192.51 bin/mm”) belirgin yiiksek saptanmustir. Daha 6nceki ¢alismalarda da
OHA’li hastalarda bazal beyaz kiire ve trombosit degerlerinin yiiksek oldugu,
koagiilasyon aktivitesinin arttigi, lokositozun akut gogiis sendromu ve sessiz serebral
enfarkt riskini arttirdig1 gosterilmistir [58,61,123]. Literatiirde graniilosit koloni stimule
edici faktor (GCSF) uygulamasi sonrasi fatal seyreden ve multiorgan yetmezligi gelisen
olgular bildirilmistir [124,125].

Plazma lipid oksidasyonunun dolayis1 ile oksidatif stresin bir gostergesi olan
plazma serbest 8-iso prostoglandin F,, (8-isoprostan) diizeyleri (131,39 £+ 21,6 pg/ml)

OHA grubunda kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek saptanmistir. Klings ve
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arkadaslar1 yaptiklar1 bir caligmada 90 orak hiicre hastasindan (Hb SS veya SC) akut
gogiis sendromu sirasinda, akciger dis1 vazo-okluziv kriz swrasinda ve semptomsuz
donemde 8-izoprostan diizeyi bakmislar ve kontrol grubu ile karsilagtirmiglar. AGS
sirasinda 8-izoprostan diizeyi kontrol grubundan yaklasik 8 kat daha yiiksek saptanmis.
Vazo-okluziv kriz swrasinda ise bazal degerlere gore 8-izoprostan diizeyleri anlamli
farklilik gostermemis. Bizim ¢alismamiz ile uyumlu olacak sekilde bazi hastalarda ise
asemptomatik donemdeki 8-izoprostan diizeyi kontrol grubuna gore anlamli olarak
yiiksek saptanmig [49]. Calismamizda serbest hemoglobin degerleri ile 8-izoprostan
arasinda anlamli istatistiksel korelasyon saptanmadi. Bunun nedeni 8-izoprostan
diizeyinin sadece lipid peroksidasyonunun gostergesi degil, ayni zamanda OHA’de
artmis olan siklooksijenaz (COX) enzim aktivitesinin de bir gostergesi olmasi olabilir
[126].

Protein karbonil miktarmin 6l¢ciimii protein oksidasyonunu gostermek ve protein
hasarinin derecesini 6l¢mek i¢in en yaygimn kullanilan gostergedir [127]. Reaktif oksijen
iirlinleri ile reaksiyona giren proteinlerin amin grubu karbonillere doniiserek biyolojik
aktivitesini kaybeder [128]. Daha onceki ¢alismalar ile benzer sekilde OHA grubunda
plazma protein karbonil seviyesi (0,67 + 0,07 nmol/mg protein) belirgin yliksek
saptanmistir. Ayrica plazma protein karbonil diizeyi ile plazma serbest hemoglobin
diizeyi arasinda istatistiksel olarak anlamli korelasyon bulunmustur. Bu veriler hemoliz
siddeti arttikga plazma oksidasyonunun da arttigini desteklemektedir. Plazma protein
oksidasyonu ile hemoliz arasindaki iliskiye ait veriler ilk kez bizim calismamizda
gosterilmistir.

OHA grubunda NO metabolitleri olan nitrit ve nitrat (NO,” + NO3") seviyelerini
onceki ¢aligmalara benzer sekilde kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek saptadik
[129]. NO, intravaskiiler hemoliz sonucu plazmada diizeyi artan serbest hemoglobinin
hem grubu ile etkileserek hizli bir sekilde inaktif ve stabil iirlinler olan nitrit ve nitrata
metabolize olur, bu arada methemoglobin de olusur. Boylece NO fizyolojik etkisini
gosteremez [8].

OHA’de goriilen vaskiiler disfonksiyon doku diizeyinde inflamasyon ve
hiperkapniye neden olur. Bu kosullarda dokularda iNOS gen ekspresyonu artar ve
peroksinitrit (ONOO") olusumu artar. ONOO™ ortamdaki CO, ile reaksiyona girerek
nitrozoperoksokarbonat (ONOOCO,) olusumuna neden olur. ONOOCO; peroksinitritin

aromatik nitrasyonuna aracilik eder, protein tirozin rezidiilerinin nitrasyonuna sebep
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olur. Boylece proteinlerin yap1 ve fonksiyonunda degisiklik meydana gelir [130,131].
Protein nitrasyonunun en 1yi gostergesi plazma 3-nitrotirozin diizeyinin 6l¢timiidiir.
OHA’de artmis myeloperoksidaz aktivitesi sonucu NO, okside olarak bir nitrojen
radikali olan nitrojen dioksidi ("NO,) olusturur. Asidik ortamda "NO, nitroz aside
(HNO,) dontiserek bir diger yolla tirozin nitrasyonu saglar. Biz de OHA grubunda daha
onceki caligmalarla uyumlu olacak sekilde 3-nitrotirozin diizeyini (0,18 + 0,016
nmol/ml) anlamli olarak yiliksek saptadik [50]. 3-nitrotirozin seviyelerinin yiiksek
olmas1 OHA hastalarinda klinik durumlari stabil iken bu oksidatif mekanizmalardan bir
veya birden fazlasinin aktif oldugunu gostermektedir. Ayrica hasta grubunda 3-
nitrotirozin diizeyi ile serbest hemoglobin diizeyleri arasinda istatistiksel olarak
korelasyon saptandi. Bu veriler hemolizin siddeti ile oksidatif hasarlanmanin ayni

oranda arttigin1 isaret etmektedir.

Sonug¢ olarak; bu calismada plazma serbest hemoglobin diizeyleri ile protein
karbonil seviyeleri ve plazma 3-nitrotirozin seviyeleri arasinda istatistiksel olarak
anlaml1 korelasyon saptanmistir. Bu veriler intravaskiiler hemoliz sonucu aciga ¢ikan
serbest hemoglobininin NO biyoyaralannomin1 da azaltacak sekilde plazma

oksidasyonunu arttirdigimi gosteren ilk caligmadir.
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6. OZET

ORAK HUCRE ANEMIiSINDE HEMOLIZIN PLAZMA OKSIiDASYONUNA VE
NITRIiK OKSIT METABOLIZMASINA ETKILERI

Nitrik oksit’in  (NO) reaktif oksijen metabolitleriyle ve serbest plazma
hemoglobiniyle reaksiyona girmesi, fizyolojik NO sinyal iletisinde bozulma meydana
getirerek endotelyal disfonksiyona neden olur. Bu sebepten dolayt OHA olan
hastalardan ve kontrol grubundan alman tam kanda hemoliz varlig1 degerlendirilerek,
plazma lipid oksidasyonu, protein oksidasyonu, protein nitrasyonu ve nitrik oksit
metabolitleri calisilmistir.

Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi ve Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi
Pediatrik Hematoloji Bilim Dalmma bagvuran 25 homozigot HbSS hastasi ve bu
hastalarla yas ve cinsiyet uyumlu 15 saglikli kontrol ¢calismaya alinmistir. Hastalarin
klinik durumlar1 stabildi ve son 3 ay i¢inde transfiizyon almamislardi. Orak hiicre
anemisi tanisi klinik, ailesel ve laboratuar bulgular1 degerlendirilerek konulmustur.
Laboratuar bulgularindan 6zellikle Hb tiirlerinin belirlenmesi ve HbF seviyeleri HbSS
tanisinda degerlidir. Plazmada hemoliz varligim1 degerlendirmek i¢in hasta ve kontrol
gruplarindan elde edilen kanda hemogram, retikiilosit sayimi, plazma haptoglobin
diizeyi, plazma indirekt bilirubin diizeyi, plazma laktat dehidrogenaz (LDH) aktivitesi
ve LDH izoenzimlerine bakilmistir. Bu parametrelerin haricinde plazma protein
karbonil seviyeleri, plazma lipid oksidasyonu ve plazma nitrik oksit metabolitleri
Olctilmiistiir.

Orak hiicre anemisi grubunda hemolize bagli olarak tam kanda hemoglobin ve
plazmada haptoglobin diizeyleri kontrol grubuna gére anlamli olarak azalmisken, MCV,
MCH, retikiilosit, plazma LDH, total ve direkt bilirubin diizeyleri kontrol grubuna gore
anlaml olarak yiiksek saptanmistir. Plazma nitrik oksit metabolitleri, protein ve lipid
oksidasyon tiriinleri de orak hiicre anemisi grubunda kontrol grubuna gére anlamli
olarak yiikselmistir. Plazma protein oksidasyonu ve nitrasyonu serbest plazma
hemoglobin diizeyleri ile anlamli olarak korelasyon gdstermistir. Bu ¢aligmadan elde
edilen veriler, orak hiicre anemisi olan grupta hemoliz oldugunu ve hemolize bagh

olarak da plazma protein oksidasyonunun ve nitrasyonunun arttigini gostermistir.

Anahtar kelimeler: Orak hiicre anemisi, hemoliz, nitrik oksit, plazma, oksidasyon.
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7. ABSTRACT

THE EFFECT OF HEMOLYSIS ON PLAZMA OXIDATION AND
NITRATION IN PATIENTS WITH SICKLE CELL DISEASE

Reduced nitric oxide (NO) bioavailability, NO resistance and endothelial
dysfunction in cickle cell disease (SCD) results from consumption of NO by plasma
cell-free hemoglobin and reactive oxygen species. The aim of this study was to
determine the influence of increased hemolysis on plazma oxidation and nitration in
SCD patients.

Blood was collected from healthy hemoglobin (Hb A) volunteers and steady state
homozygous HbSS patients who had not received blood transfusions in the last 3
months. All patients and healthy volunteers enrolled in the study were free from
nonsteroidal anti-inflammatory drugs for over 14 days. Diagnosis of SCD patients was
based on clinical, familial, and laboratory data, including Hb electrophoresis and
estimation of HbF and A, levels. Hemolysis was characterized by low levels of
hemoglobin and haptoglobin and high levels of reticulocyte, mean corpuscular volume
(MCV), mean corpuscular hemoglobin (MCH), plasma cell-free hemoglobin, bilirubin,
total LDH and dominance of LDH-1 isoenzyme. Plasma 8-isoprostane, protein carbonyl
and nitrotyrosine levels were measured to evaluate oxidized lipids, oxidized and nitrated
proteins, respectively. Plasma nitrite and nitrate levels were also determined to assess
NO production in both SCD patients and controls.

Markers of hemolysis were significantly evident in SCD patients compared to
controls. Plasma 8-isoprostane, protein carbonyl and nitrotyrosine levels were markedly
elevated in SCD patients as compared to the control group. Linear regression analysis
revealed a significant inverse correlation between hemoglobin and reticulocyte counts
and a significant positive correlation of plasma cell-free hemoglobin with protein
carbonyl and nitrotyrosine levels. The obtained data reveals that increased hemolysis

observed in SCD influences both plasma protein oxidation and nitration reactions.

Keywords: Sickle cell disease, hemolysis, nitric oxide, plasma, oxidation.
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