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OZET

Hemoglobinopatiler, farkh fizyopatolojik mekanizmalar ile eritrositin iglevini
bozarlar. Talasemi intermedia, orak hiicre anemisi, alfa talasemi ve hemoglobin D
farkli hemoglobinopatilerdir. Bu ¢aligmanin amaci hemoglobin H, talasemi
. intermedia, orak hiicre anemisi ve hemoglobin D olgularinda eritrositlerin mekanik
ozelliklerini  degerlendirmektir. Calismamizda 2 hemoglobin H, 4 talasemi
intermedia. 3 orak hiicre anemisi. 5 hemoglobin D tagiyicisi, 1 hemoglobin D hastasi
ve 17 kisilik kontrol grubu kullanildi. Hemoglobin H, talasemi intermedia ve Hb S
olgularinin sayisi istatistiksel degerlendirme agisindan yetersiz oldugu igin, HIS adi
altinda bir grupta toplandi. Hemoglobin D hastasi ve hemoglobin D tagiyicisi olan
olgular da, hemoglobin D adi altinda toplandi. Her bir olgunun hemogram
parametreleri degerlendirildi. Hemoglobin H olgularinda hemoglobin H tanisim
dogrulamak amaci ile hemoglobin H boyamas: yapilarak eritrositler mikroskop
altinda incelendi. Eritrosit mekaniginin degerlendirilmesi igin LORCA ektasitometre
cihazi kullanildi. Hasta gruplarinin kendi eritrositleri ile ¢aligabilmek i¢in,
transfiizyon tedavisi almiyor olmalarina dikkat edildi. Kan &rnekleri 100 cp” luk
viskoziye sahip PVPs ile siispanse haline getirilerek, ektasitometre cihazinda iki cam
silindir arasina yerlestirildi. Eritrositlere ii¢ asamada farkli tip ve siirelerde kayma
kuvvetleri uygulandi. Birinci agamada 0,3-50 Pa arasinda 9 kayma kuvveti 117
saniyede uygulandi. Meydana gelen elongasyon indeksleri olgiildii. ikinci agamada
yiiksek stres kosularinda eritrositlerin elongasyon indekslerini 6l¢ebilmek igin 79.,65-
80,65 Pa arasinda 24 farkli stres modeli 102 saniyede uygulandi. Ugiincii asamada da
yiiksek stres modeli sonrasinda elongasyon indeksleri, 0,3-50 Pa degerleri 9 kayma
kuvveti 117 saniyede uygulandi. Eritrositlerin deformabiliteleri. elongasyon indeksi
degerleri ile degerlendirildi.

Bulgularimizda HIS grubunun stres oncesinde elongasyon indeksi degerleri,
hemoglobin D ve kontrol grubu arasinda, istatistiksel olarak anlaml bigimde, diigiik
olarak saptanmigtir (p<0.05). Stres modelinde HIS grubu elongasyon indeksleri,
hemoglobin D ve kontrol grubu arasinda, istatistiksel olarak anlamli bi¢gimde, diigiik
bulunmustur (p<0,05). Stres sonrasinda HIS grubu elongasyon indeksi degerleri
hemoglobin D ve kontrol gruplarmin elongasyon indeksi degerlerinden istatistiksel
olarak anlaml derecede diisiik bulunmustur (p<0,05).

Eritrosit deformabilitesinin talasemi intermedia, orak hiicre ve hemoglobin H
hasta gruplarinda, hemoglobin D grubuna gore azaldig1 saptandi.

Anahtar Kelimeler: Hemoreoloji, Eritrosit deformabilitesi, Hemoglobinopati,
Hemoglobin D



ABSTRACT

Hemoglobinopathies corrupt the function of the erythrocytes along with
different psychopathological mechanisms. Thalassemia intermedia, sickle cell
anemia, alpha thalassemia and hemoglobin D are different hemoglobinopathies. The
main purpose of this study is to assess mechanical features of erythrocytes in
hemoglobin H, thalassemi intermedia, sickle cell anemia and hemoglobin D cases.

_In our study, we included 2 hemoglobin H patients, 4 thalassemi intermedia patients,
3 sickle cell anemia patients, 5 hemoglobin D carriers, 1 hemoglobin D patient and a
control group of 17 healthy people. Since the numbers of hemoglobin H, thalassemia
intermedia ve Hb S patients were inadequate in terms of statistical assessment, these
were gathered under a group named HIS. Cases with hemoglobin D and hemoglobin
D carriers were gathered under hemoglobin D. Hemogram parameters of each case
were assessed. With the aim of verifying hemoglobin H diagnosis in hemoglobin H
cases, hemoglobin H coloring was made and erythrocytes were examined under
microscope. LORCA ektacytometer was used in the assessment of erythrocyte
mechanics. In order to study on erythrocytes of patient groups, a special attention
was given to those patients who were not subjected to transfusion, were taken into
account. The blood samples, after being suspended with the help of PVPs with 100
cp viscosity, were embedded between two glass cylinders in ektacytometer. Shear
stress at different type and periods were applied into erythrocytes over three stages.
‘At the first stage, 9 shear stress between 0,3 to 50 Pa were applied in 117 seconds.
Then the elongation indexes occurred as a result were measured. At the second
stage, 24 different stress models between 79,65-80.65 Pa were applied in 102
seconds in order to measure elongation index of erythrocyte under high stress
conditions. At the third stage, following high stress model, 9 shear stress between
0,3-50 Pa were applied in 117 seconds. Deformability of erythrocytes was evaluated
with elongation index values.

According to our findings, elongation index values of HIS group before stress,
were found to be low statistically significant between hemoglobin D and control
group (p<0,05). Within stress model, elongation index values of HIS group before
stress, were found to be low statistically significant between hemoglobin D and
control group (p<0.05). Elongation index values of HIS group after stress, were
found to be lower than those of hemoglobin D and control group significantly
(p<0,05).

It was detected that deformability of erythrocyte decreased in thalasemia
intermedia, sickle cell anemia and hemoglobin H patient groups when compared
with hemoglobin D group.

Key Words: Erythrocyte deformability, hemoglobinopathy, hemoglobin D
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi
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: Deoksiribo Niikleik Asit
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: Alfa zinciri iretilmeyen
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a : Bir alfa zinciri kismen veya tamamen {retilen
B : Beta globin zinciri

B : Beta zinciri tiretilmeyen

i : Beta zinciri kismen veya tamamen lretilen

0 : Teta globin zinciri

Y : Gamma gobin zinciri

C : Zeta globin zinciri

E : Epsilon globin zinciri

] : Portland zinciri

ul : Mikrolitre
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GIRIS ve AMAC

Kan eritrosit, trombosit ve l6kositlerin plazma sivisi i¢inde kati-sivi karigimi
halinde damar sisteminin igini dolduran bir dokudur. Kan, hiicresel elemanlan ve
plazmasi sayesinde diger doku ve organlarin fonksiyonlarini yerine getirir. Ortaya
¢tkan aksakliklari organlan etkilemeyecek sekilde fizyolojik diizeyde diizenler.
“Dokulara yeterli miktarda oksijenin ve diger maddelerin taginmasi ve viicut 1s1s1nin
saglanabilmesi gibi 6nemli faktorler kanin akiskanligina baghdir (1-2) .

Kan dolasimi 17. yiizyilda William Harvey tarafindan kesfedildi. Herman
Boerhaave kan dolasimu ile ilgili tibbi diisiincelerini fizik kanunlari ile birlegtirdi.
Kanin fiziksel ve akigkanhk o6zelliklerinin kesfedilmesinin ardindan, hastaliklarla
iliskili calismalar hiz kazanarak giiniimiize kadar devam etmis, bu alanda birgok yeni
teknik geligtirilmis ve kan akigkanhig diger adi ile hemoreoloji olarak isimlendirilen
bir tip alam ortaya ¢ikmustir. Kamin akigkanhk &zellikleri plazmanin fiziksel
ozellikleri, kamin hiicresel elemanlarinin  6zellikle eritrositin - ve eritrosit
sitoplazmasinin 6zelliklerine baghdir (3).

Hemoreoloji, plazmanin ve kan hiicrelerinin deformasyon yeteneklerini, kan
viskozitesini, kan ile temas eden damarlarin akimi etkileyen reolojik Ozelliklerini,
kanin ve damarlarin yabanci maddeler ile etkilesimlerini inceler. Eritrosit
deformabilitesi, eritrositlerin sekil degisikligi sonrasinda kendi i¢ biikey sekillerine
.donebilme yetenegi olup kan vizkositesini etkileyen ©nemli bir etkendir.
Eritrositlerin reolojik ozellikleri hem eritrosit membrani hem de eritrosit igindeki
yapisal degisikliklerinden etkilenir. Eritrosit deformabilitesini etkileyen yaygin
olarak  gorillen  hastalk  gruplarindan  biri de  hemoglobinopatilerdir.
Hemoglobinopatiler, hemoglobin (Hb) molekiiliindeki globin zincirlerinde anormal
yapilara neden olan genetik bozukluklardir. Diinyada ozellikle Italya, Yunanistan,
Tiirkiye gibi Akdeniz iilkelerinde yaygin olarak goriiliir. Bu bireylerin eritrositlerinin
saghkl bireylerin eritrositleri ile kargilastirildiginda daha dayaniksiz oldugu yapilan
¢alismalarla gosterilmistir (3-4).

Bu arastirmada Akdeniz ve Ege bolgesinde yer alan Hb H, Hb S, Hb D ve
talasemi  intermedia  olgularinda  eritrositlerin  elongasyon  indekslerini
degerlendirmeyi amaglamaktadir.

Alfa ve beta talasemide serbest kalan zincir tiiriine ve miktarlarina bagh olarak,
eritrosit membrani hasar goriir. Eritrositlerin invitro ortamda maruz kaldi@: strese
dayanma giicii eritrosit membranina yapisan ve membran hasarina neden olan serbest
haldeki globin zincirinden etkilenmektedir. Bu hasarlar, alfa ve beta talasemide farkh
diizeyde eritrositlerin mekanik ozelliklerini degistirirler. Orak hiicreli anemide,
eritrosit membraninda mekanik strese bagli olarak membran deformabilitelerinin
saghkli kisilerden farkli oldugu bilinmektedir. Hb D mutasyonunun eritrosit
membran deformabilitesini etkileyip etkilemedigi bilinmemektedir.

Bu ¢alisma globin zinciri sentezinin bozukluklari sonucu olugan membran
kusurlarinin  diizeltilebilmesi  i¢in  kaynak  olusturacagi  diisiiniilmektedir.
Hemoglobinopatili bireylerin eritrositlerinin ektasitometre cihazi ile belirlenen stres



oncesi, stres modelli ve stres sonrasinda Elongasyon. indeksi (Ei) degerleri
eritrositlerin deformabiliteleri ve mekanik ézellikleri hakkinda bilgi verecektir.



GENEL BILGILER

2.1. Kan Yapisi ve Ozellikleri

Kanin %45’ini eritrositler, %55%ini plazma, %0.5-1"i trombositler ve l6kositler
meydana getirir. Kanin ana gorevleri tasima, savunma ve diizenlemedir. Kan doku ve
organlara solunum gazlarini, besin maddelerini, metabolizma artiklarini, hormonlari,
elektrolitleri ve suda ¢oziinmeyen maddeleri tagir. Viicudu yabanci molekiil ve
hiicrelere karsi savunur, 1s1, onkotik basing, hemostaz ve fibrinolizisi diizenler,
" protein, kreatinin, kalsiyum ve albiimin gibi maddelerin bobreklerden atilmasini
engeller (5).

2.1.1. Lékositler

Lokositler kismen kemik iliginde kismen de lenfoid organlarda yapilir ve
matiirasyonunu tamamlar. K&ken aldiklari hiicrelere bagh olarak myeloid ve lenfoid
kaynakli olarak ikiye ayrilirlar. Miyeloid kaynakli I6kositler; eozinofil, bazofil ve
notrofillerdir. Lenfoid kaynakli olanlar ise T lenfosit, B lenfosit ve dogal 6ldiiriicii
(NK) hiicrelerdir (6).

Lokositlerin yaklasik olarak %62°si notrofil, %30’u lenfosit, %5,3’ti monosit,
%?2.3 i eozinofil ve %0,4’°ii bazofildir. Lokosit sayisi ve l6kosit ¢esitleri Cizelge 2.1
de verilmistir. Lokosit sayisi saglikhi bir bireyde 4000-10.000 /mm? tiir. Viicutta
savunma sisteminin esas bilesenidirler. Enfeksiyon, alerji, inflamasyon durumlarinda
artarlar. Lokosit reolojisi 6zellikle inflamasyon ve iskemi durumlarinda mikro
‘dolasimda ©&nemli bir yere sahiptir (7). Lokositler kiiresel sekilleri, organel
bakintindan zengin sitoplazmalar ve gekirdekleri bulunmasi nedeni ile eritrositlerden
daha az deformasyon yetenegine sahiptirler (8-9).

Cizelge 2.1. Hemogram parametrelerinin normal deger aralig1

Parametre Deger arahi
Hemoglobin (g/dl) 12-16
Eritrosit (/mm’) 4-6 x10°
Lokosit (/mm”) 4.8-10.8x10°
Trombosit (/mm’) 150-450 x10°
MCV (i) 80-102
MCH (pg/hiicre) 27-35
HCT (%) 35-52
Notrofil (/mm”) 2.6-7.2x 10°
Lenfosit (/mm°) 1.3-3.5x 10°
Monosit (/mm") 300-800
Eozinofil (/mm”) 0-420
Bazofil (/mm”) 0-200




Notrofillerin aktivasyonu inflamasyonun temel ifadesidir: Boylece gesitli patolojik
durumlar organizma tarafindan giderilir. Ayrica diger kan hiicreleriyle etkilesirler:
aktif lokositler komsu eritrosit hiicrelerinde yapisal ve fonksiyonel degismelere
neden olurlar. Bu etkilesimler artan membran lipid peroksidasyonu, hiicre lizisi ve
eritrosit deformabilitesinin azalmasidir. Deformabiliteyi azaltan sebep eritrosit
membram hiicre iskeleti proteinlerinin degisimidir (6rnegin hemoglobin ve spektrin
arasindaki ¢apraz koprii) (10). Serbest oksijen radikalleri ve proteolitik enzimler,
aktive olmus notrofil—eritrosit etkilegsiminde rol oynamaktadir.

"2.1.2. Trombositler
Trombosit megakaryositlerden koken alan kamin  sekilli elemamdir.
Trombositlerin normal degeri 150.000-450 000 /mm” tiir. Trombositler kan kaybinin
onlenmesi anlamina gelen hemostazda gorevlidirler. Trombositler megakaryositlerin
DNA ve ¢ekirdek i¢ermeyen béliimlerinden olugur. Trombositler 7,5 fl hacminde, 1-
4 um kalinhginda yuvarlak ya da oval sekillidirler. Trombositler dolagima gegtikten
sonra 7-10 giin boyunca dolagimda kalirlar (11-12).

Trombositler hemostazin son basamaginda agregasyon olusturma yetenegine
sahiptirler. Agregasyon yetenekleri sayesinde, endotel yiizeyinde bir hasarlanma
meydana geldiginde hasarli alana gog¢ ederek trombosit tikaci olustururlar.

2.1.3. Eritrositler

" Eritrositler 8 pum ¢apinda, 2 um boyunda, 80-102 fl hacminde, bikonkav
hiicrelerdir. Olgun eritrositlerin ¢ekirdek ve organelleri bulunmaz. Eritrositler kemik
iliginde yapildiktan sonra perifere salinirlar. Periferde ¢ekirdek ve bazi organellerini
kaybederek olgunlasirlar (13). Eritrositler fizyolojik ve morfolojik olarak en gok
arastirilmis hiicrelerdir. Sayilar1 4-6 x10%mm?® araliginda bulunur ve 120 giinliik
omiirleri vardir. Solunum gazlarinin taginmasinda goérevlidir. Membran ve
elektrolitlerden meydana gelen bir yapiya sahiptir. Eritrositin 6l¢lim parametreleri
hemoglobin (g/dl), hiicre hacmi (femtolitre/fl), hematokrit (eritrosit yiizdesi) ve
eritrosit sayist (/mm?) cinsindendir (14). Oksijen basmcinin diismesine neden olan,
diigiik kan hacmi, anemi, diisiik miktarda hemoglobin, azalmis kan akimi, akciger
hastalig1 gibi patolojik ve fizyolojik olaylar, bibrekte bir sitokin olarak yer alan
eritropoetin tarafindan fark edilerek eritrosit tiretimini CFU-E (coloni forming unit
erythroid) uyarir. CFU-E uyarisini JAK2 protein tirozin kinaz ve farkli sinyaller
takip eder (13).

Eritrosit hacminin %70’i su, %25°i hemoglobin %35’i protein, lipoprotein ve
membran materyalidir (13).

2.1.3.1. Eritrosit Membram

Eritrositler, %350’si lipid, %42’si protein, %8’i karbonhidratlardan olugan
membran yapisina sahiplerdir. Dig yiizeyi kaplayan lipid tabaka ve altinda yer alan
protein yapith bir iskeletten meydana gelir. Eritrositin gsekli, esnekligi ve
dayamkliligi, ¢ogunlukla membrani tarafindan saglanir. Bu membranin yapisi gekil
2.1. de gosterilmistir.



Eritrosit membran lipidleri

Membran, siki bir sekilde paketlenmis fosfolipid molekiillerinden meydana
gelen, sadece iki molekiil kalinhiginda bir lipid kiliftan olusur. Lipid tabakalarinin,
hidrofilik kisimlar1 dis yiizeye, hidrofobik kisimlari birbirlerine bakar. Strekli
hareket halindeki yiizey lipidleri, énemli fizyolojik islevleri olan kii¢iik alanlar
olustururlar. Eritrosit membraninda esit miktarda fosfolipid ve kolesterol, membrani
kaplar. Simetrik dizilimli, iki katmanh kolesterol ve asimetrik olarak dizilmig dort
fosfolipid tabakasi membrani gevreler. Fosfotidilkolin ve sfingomiyelin dis tabakada.
fosfotidiletanolamin (PE) ve fosfotidilserin (PS). fosfoinozitid ile i¢ lipid tabaka
yapisini olustururlar (15-16).

Lipid tabakalari arasinda farkli tipte enerji bagimh veya enerji bagimsiz,
fosfolipid transport protein kanallar yerlesmistir. Distan i¢e ve igten disa kivrilma
hareketleri lipid tabakalari arasinda enerji bagimh ¢alisirken ilerleyici hareketler
enerjiye bagimli olmadan membran diginda ve igindeki iyon yogunluguna bagh
olarak ¢aligirlar.

Lipid i¢ tabakasinda bulunan PS’nin tabakanmin digina dogru olusturdugu
asimetri, dalakta yer alan makrofaj hiicreleri tarafindan fark edilir. Bu durum
talasemik veya orak hiicreli eritrositlerin erken fagositoza ugramasina neden olur. Bu
asimetri, PS ve PE’yi hizli bir gekilde dig membrandan i¢ membrana tagiyan ATP
bagimhi bir aminofosfolipide yerlesmis flippaz enzimi ile stirdiiriiliir. Ayrica
kalsiyumla etkinlegen. tasiyici skramblaz enzimi, membran fosfolipidlerinin
dagilimini bozarak PS’nin yeniden hiicre yiizeyine yerlesmesine neden olur. Bu
yerlesim hiicre yiizeyinin trombojenik potansiyelinin artmasina neden olur. Eritrosit
‘hiicresinin yiizeyinde normalden daha fazla PS birikmesi hiicrenin yaglanmasinda ve
makrofajlar tarafindan tahrip edilmesinde rol oynar (17-19).

Eritrosit membran proteinleri

Membran yapisinda lipidlerin arasinda ve gevresinde dagilmig olan proteinler
bulunmaktadir. Membran proteinleri, integral membran proteinleri ve iskelet
membran proteinleri seklinde iki grupta siniflandirilir.

Membran iskeletinde spektrin, aktin, ankrin, tropomiyosin, tropomodulin,
band4.1 ve addusin proteinleri bulunmaktadir. Band4.1 ve ankrin, membranin en
biiyiik iki proteinidir (20-21). Membran proteinleri sekil 2.1. de gosterilmistir.
Spektrin, eritrosit membraninin major iskelet proteinidir. Eritrositlerin reolojik
ozellikleri, spektrinin ve diger iskelet membran proteinlerinin mekanik
ozelliklerinden ve iskelet ag yapisina katilan diger proteinlerle iletisiminden
etkilenir. Spektrinin fosforile olup olmamasi ve fosforilasyon derecesi eritrosit
membraninin mekanik 6zelliklerinde anahtar rol oynamaktadir. Membrandaki sekil
degisikligi sirasinda spektrinin yapisi degisir, bu degisiklikle birlikte membran
yapisinin  seklini korumak i¢in diger protein ve baglantilar sikisarak katlanir.
Degisiklikler sonucunda membran protein aginda yeniden yapilanma meydana gelir.
Bu sekilsel degisim geri doniigiimliidiir. Eritrositin geometrik yapisi degisir ancak,
yiizey alani sabit kalir (22-24). Sekil degisikligi devam ettiginde, bu artisla orantih
olarak bazi spektrin molekiilleri maksimum dogrusal uzama simirlarina erigirler. Bu
nokta geri doniisimlii sekil degisikliginin sonucudur. (25). Eritrositte sekil
degisikligine sebep olan kuvvet daha da arttirilirsa, hiicre yiizey alaninda bir artig
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meydana gelir ve protein-protein birlesimlerinde kirilmalar ortaya ¢ikarak membran
par¢alanir (23, 26).

integral membran proteinleri, lipidler ile siki bir sekilde baglanarak membrana
tutunurlar. Integral membran proteinleri, band3, aquaporin ve siyaloglikoprotein
ailesinden glikoforinlerinden olusur. Membran proteinlerinin %25’ini olusturan
band3 proteini anyon degisiminde gorevlidir. Band3 proteininin sitoplazmik
pargasinin N-terminali ankrin, protein 4.1, protein 4.2, Hb ve baz1 glikolitik
enzimlerle baglanir. C terminali ise CI-HCO; degigimi igin anyon transport kanal
" olarak fonksiyon goriir. Protein 4.1 glikoforin C’ye baglanarak hiicre iskeleti ag ile
membran lipid tabakas: arasindaki etkilesimde rol oynar (17). Protein 4.1 Glikoforin
C baglantis1 sekil 2.2. de gosterilmigtir.

Glikoforin proteinlerinin dért alt grubu (glikoforin A, B, C, D) vardir. Membran
proteinlerinin %2’sini olustururlar. Eritrosit yiizeyinde bulunan karbonhidratlarin
biiyiik orami glikoforinde yer alir. Membran yiizeyine negatif yiik saglar. Bu 6zelligi
ile eritrositin diger hiicreler ile etkilesimini azaltir. Glikoforin proteininde meydana
gelen polimorfizm MN kan gruplarini meydana getirir. Glikoforin A’da ise influenza
virtisiiniin ve malarial Plasmodium falciparum un baglanma yeri bulunur (27). Sekil
2.2. de glikoforin alt tipleri gosterilmektedir.

Ayrica her bir eritrositte iyi sekilde tanimlanmig 50°den fazla transmembran
proteinin bir kismu transport olayinda rol alir. Bu transmembran proteinlerinin bir
kismi gekil 2.2. de gosterilmektedir.

Transport fonksiyonu gésteren membran proteinleri;

- Band-3 : CI/HCOj5™ anyon gecis kanalidir,

- Aquaporin-1: H,O, tasiyicilifi, ylizey antijenleri Rh50 ve Rh30’un
gecisini saglar,

- Glut-1 : Glukoz ve L-dihidroaskorbik asit transporter,

- Kidd antijen protein:  Ure transporter,

- RhAG: Gaz transporter (olasilikla karbondioksit),

. Na'-K'-ATPaz,

- Ca®**-ATPaz,

- Na'-K"-2CI" es-tastyici,

- Na'-Cl" es-tasiyici

. Na'-K "-es-tasiyici

- K"-Cl es- tasiyic1 ve Gardos kanallarindan séz edebiliriz (28-31)

Membran proteinleri membran iskeletinin iginden gegisi, membran iskeletine
yapismay1 ve membran iskeletinden uzaklagtirmay: gergeklestirebilirler. Hekzogonal
yapiya sahip membran iskelet proteinleri ise eritrosite, dolasgimda mekanik bir giig
saglar.



Sekil 2.1. Eritrosit membran kompleksi (32)

2.1.3.2. Eritrosit sitoplazmasi

Eritrositlerin sitoplazmasinda %97 oraninda, tetramer protein yapihi hemoglobin
bulunur. Sitoplazmada yer alan 300 milyon hemoglobin, dokularda oksijen-
karbondioksit tasinma dongiisiinii saglar ve eritrositlerin mekanik o6zelliklerinin
belirlenmesinde 6nemli bir faktordiir. Hemoglobin yogunlugunu dar bir aralikta
tutmaya c¢ahisan eritrositler, hiicre deformasyonu sirasinda sitoplazmik viskoz
yayilihi en aza indirir. Eritrosit igerisinde bulunan hemoglobin yogunlugunda
(MCHX) meydana gelen 37 g/dL’nin {izerindeki artiglar, biikiilme ve uzama
seklindeki deformasyonlardan sonra, hiicrenin baslangi¢ seklini saglayan sekilsel
oranlarimi azaltir (14). Eritrosit sayisinin maksimum degerinin iistiine ¢ikmasi tam
kan viskozitesinde bir artisa neden olur. Viskozitede meydana gelen artig, kapiller
dolagiminda eritrositlerin dar damarlara uyum saglama yetenegini ve dokulara
oksijen dagitma etkinligini azaltir. Fakat 6nemli olan, hiicre dehidratasyonu ve buna
bagl artan sitoplazmik viskozitedir. Kirmizi kiire émriinii hiicre igi viskozitenin
artig1 ¢ok az etkiler.

Eritrositlerin hiicre i¢i hemoglobin yogunluklarini dar bir aralikta tutabilmeleri
kendi hacimlerini kontrol altinda tutma yeteneklerine baghdir. Eritrosit hacmi total
katyon igerigi ile belirlenirken, membrandan sodyum ve potasyum taginmasinda rol
oynayan ¢ok sayida transport proteini sitoplazmik viskozitenin diizenlenmesinde rol

oynar (31).

Sitoplazmada son arastirmalara gére 500°den fazla enzim ve elektrolit
bulunmaktadir. Enzimlerin birgogu redoks tepkimelerine katilarak oksijen
radikallerinin zararsiz bir sekilde eritrositten uzaklasgtirllmasinmi saglar. Bu
proteinlerden bazilari; Cu-Zn siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz, glutatyon
peroksidaz, methemoglobin reduktaz ve glikoz 6-fosfat dehidrojenaz (G6PD)dir. Bu
gruba ¢ok Ozel bir antioksidan olan peroksiredoksinler yeni eklenmistir. En 6nemli
peroksiredoksin2 (Prx2) ile beraber alti formu bulunur. Fareler iizerinde yapilan bir
aragtirmada, insan eritrositlerinin sitozoliinde, redoks proteinleri arasinda bulunan
prx2 ve sitozoliin eritrosit membraninda bulunan band4.2/band5 oraninda artig
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goriilmistiir (33). Prx2 Eritrosit sitoplazmasinda hemoglobin ve karbonik anhidraz-1
(CA-1) den sonra en ¢ok bulunan proteindir (18, 34-35).
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Sekil 2.2. Eritrosit membran protein kompleksi (14)

2.1.3.3. Eritrosit Metabolizmasi

Eritrositler enerjilerini elde etmek i¢in Embden-Meyerhof yolunu (oksijensiz
ortamda gerceklesen glikoliz) kullanirlar. Oksijensiz ortamda gergeklesen glikoliz
sirasinda glukoz laktata dondstiiriiliir ve enerji i¢in adenozin trifosfat (ATP) iiretilir.
‘Glukozun yaklagik %10°u NADPH’1n iiretildigi hegzos monofosfat santina aktarilir.
Embden-Meyerhof yolundaki ilk enzim G6PD’dir. Embden-Meyerhof yolunun bir
bagka iiriinli de nikotinamid adenin diniikleotidin (NAD) indirgenmis hali olan
NADH’tir. Enerji elde etmek igin kullamilan ikinci bir yol bulunmaktadir. Bu yol
hemoglobinin oksijene olan afinitesinin fizyolojik diizenleyicisi olan 2,3-
difofogliseratin (2,3-DPG) iiretildigi Rapoport-Luebering santidir (36).

Normal sartlarda hemoglobinin demir atomlan ferréz (Fe2+) formdadir. Demir
atomu, methemoglobin ve siiperoksidin (02') olusumu sirasinda ferrik (Fe3+)
formuna okside olur. igerdigi demir atomlari Fe*' formda olan methemoglobinin
oksijen tasima kabiliyeti yoktur. Yeniden hemoglobine déniismedikge,
methemoglobin okside olarak hemikromlarini olusturur. Hemikrom yapilar
eritrositler igcinde birleserek Heinz Body cisimciklerini meydana getirir.
Hemikromlar ve Heinz Body cisimcikleri hiicre membranina tutunarak ona zarar
verebilirler. Sayilar1  arttifinda eritrositin pargalanmasina neden olabilirler.
Methemoglobin rediiktaz enzim sistemi methemoglobinin yeniden hemoglobine
indirgenmesini saglar. Bu enzim sistemi glikoliz sirasinda iiretilen NADH'in
varhgina ihtiya¢ duyar. Siiperoksit (O*) giiclii bir oksitleyici ajandir ve
etkisizlestirilmezse eritrosite zarar verir. SOD enzimi O”‘yi hidrojen perokside
(H202) dondistiiriir; H,O, oksidan 6zellik tagidigindan indirgenmis glutatyon (GSH)
tarafindan etkisizlestirmelidir. Okside glutatyon (GSSG) hegzos monofosfat santinda
elde edilen NADPH"in varlhiginda glutatyon rediiktaz tarafindan indirgenir. Eger
methemoglobin hemoglobine indirgenmez ise veya GSSG glutatyona indirgenirse
eritrosit hemolize ugrar (37-38).



2.2. Hemoglobinin Yapisi ve Ozellikleri

Hemoglobin akciger alveollerinde oksijen-karbondioksit aligverisi yapar. Kararh
bir yapida olmas: oksijen salinim gorevini yerine getirmesinde onemli bir etkendir.
Hemoglobin hem molekiilii ve globin zincirlerinden meydana gelmistir. Kirmiz bir
pigment olan hem bir azotun gevresine bagl doért pirol halkasinin olusturdugu
porfirin halkas1 ve ortada bir demir (Fe) molekiiliinden meydana gelir. Globin zinciri
de tetramer yapida 2 alfa 2 beta zincirinden meydana gelmistir. Hemoglobin, 4 hem
ve 4 globin zinciri molekiillerini igeren tetramerik bir proteindir. Hemoglobin yapisi
. sekil 2.4, te verilmigtir. Hemoglobinde 4 hem grubu oldugu igin, O, nin dort
baglanma noktas: vardir. Oksijen baglandigi zaman oksihemoglobin olusur ve bu
durumda Hb’nin yapis1 gevsektir ve R (Relaks) sekli olarak adlandirihir. Kismi
oksijenlenmis Hb'nin yapist gergindir buna Tense (T) hali denir. Hemoglobinin
oksijen doygunluk egrisi sigmoidaldir ve bir O, molekiiliiniin baglanmasi diger
Os’lerin baglanmasini kolaylagtirir. Bu egri sekil 2.3.a’da gosterilmigtir. Oksijen
dokulara verildigi zaman Hb 4 molekiill CO;’i baglayabilir. CO;’in %151 boyle
tasinir. Karbondioksit Hb'nin T halini sabitler. Hemoglobin kaybedilen her 4
molekiill O, yerine 2 proton baglayabilir. Buna Hb’nin tamponlama etkisi denir.
Protonlarin artmas1 pH’y1 diigiiriir ve pCO; artar. Sonug olarak Hb’nin O>’ne olan
ilgisi azalir buna Bohr etkisi denilir. Hemoglobinin etkisini degistiren bir diger
molekiil 2,3 difosfogliserattir (2,3 DPG). Bir molekiil 2,3 DPG, deoksi Hb'e
baglandigi zaman, hemoglobinin oksijene ilgisi azalir. Fetal hemoglobinin O;’e
ilgisi, anne Hb nine gore daha yiiksektir. Ciinkii erigkin eritrositte 2.3 DPG bulunur.
(Sekil 2.3.b) (39)
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Sekil 2.3. a) Hb A'nin Oksijen saturasyon egrisi,
b) Oksijen saturasyonunun Oksijen basinci iliskisi

Globin zincirleri iki gruba ayrilir; Alfa (o) zincir grubu ve beta () zincir grubu.
Alfa zincir grubu 141 aminoasit (aa), B zincir grubu 146 aa igerir. Alfa zincir
grubunda zeta (), psodo alfa; (wa,), psédo alfar (yas). teta (0) ve psddo zeta (yQ)
zincirleri bulunur. Beta zincir grubunda ise gama G (Gy), gama A (A,)_epsilon (g),
psodo beta (\wp), P ve delta (8) zincirleri bulunur. Gebeligin 3-10 haftalan arasinda
ortaya ¢ikan “embriyonik hemoglobinler” £,€; globin zincirlerinden meydana gelen
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Hb Gower 1, x> globin zincirlerinden meydana gelen Hb Gower2 ve yy, globin
zincirlerinin meydana getirdigi Hb Portland tetramerlerini kapsar. Daha ¢ok gebelik
sirasinda bulunan a,y, globin zincirlerinin olugturdugu Hb F dogumdan sonra yerini
aof> zincirlerinin meydana getirdigi Hb A,’e birakir. Eriskin hayatta Hb A, orani
artar, Hb F oram azalir, az miktarda 0,5, zincirlerinden olusan Hb A, goriiliir.
Yetiskinlerde HbA | %95-98 oraninda, yenidogan déneminde ise %20-30 oranlarinda
bulunur. Yetiskinlerde HbA, %2-3.5 iken yenidogan déneminde %0.2 oramindadir.
Hemoglobin F erigkinlerde %1 oraminda iken yenidogan doneminde %80 oraninda
» bulunur. Globin zincirlerini sentezleyen genlerde meydana gelen bazi mutasyonlar
globin zincirinin yapisinda herhangi bir degisiklige yol agmazken bazi mutasyonlar
globin zincirinin kusurlu iiretimine veya iiretilememesine neden olur (40).

15-DPG

Demir bagh Hem grubu

Loy 8 R P mm— B Pt 4 SRS W— | T WY

Sekil 2.4. Hemoglobin ve Hem yapisi .

2.2.1. Hemoglobinopatiler ve Talasemiler

Globin  zincirinin  kusurlu sentezi sonucu meydana gelen patoloji
hemoglobinopati  olarak  isimlendirilir. Diinya niifusunun  %7°si  farkh
hemoglobinopati tagtyicisidir. Hb varyantlari, a ve B globin zincirlerini kodlayan 11.
ve 16. kromozomlar fiizerindeki ¢esitli mutasyonlardan kaynaklanmaktadir. Bu
genlerin ekson bolgesindeki mutasyonlar, ekson bolgesi disindaki nokta
mutasyonlari, insersiyonlari ya da delesyonlari gesitli Hb varyantlarinin olusumuna
neden olur. Otozomal resesif kalitilan hemoglobinopati hastaliklar1 Alfa ve beta
talasemi olarak iki biiyiik gruba aynlir. Alfa ve beta talasemi en yaygin tek gen
hastah@idir. En sik kargilagilan hemoglobinopatiler arasinda B zinciri varyantlari
mevcuttur. Hb S (orak hiicre anemisi), Hb E, Hb D, Hb C vs. varyantlarinin hepsinde
P globin zincirinde tek bir aminoasit degisikligi vardir. B zincirinin 6. pozisyonunda
glutamik asit yerine valin gelmesi sonucu Hb S varyanti meydana gelir. Yine B
zincirinin 6. pozisyonunda meydana gelen insersiyon, glutamik asit yerine lizin
gegmesine ve Hb C varyantina neden olur. Diinya populasyonunun %0,29'u Hb C
tagtyicisidir. Beta zincirinde meydana gelen en sik goriilen iigiincii varyant ise 26.
pozisyonda glutamik asit yerine lizinin ge¢mesidir. Normal bir B zinciri yerine Hb E
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varyanti sentezlenir. Diinya populasyonunun %0.,95°i Hb E tasiyicisidir. Hemoglobin
D B zincirinin 121. pozisyonunda glutamik asit yerine. glutamin sentezlenmesi
sonucu meydana gelen bir hemoglobinopatidir (41).

2.2.1.1. Alfa Talasemi

Alfa globin genleri 16. kromozomun telomerik bolgesine yerlesmistir. Alfa gen
bolgesinde «, aa, &5, 2 pseudogen grubu (y¢;, wa) ve islevi belli olmayan 0 gen
bolgesi bulunur. Alfa gen grubunda yer alan a,, oz ve & gen bolgeleri yiiksek bir
homolojiye sahiptir. Alfa; ve alfa; genlerinin IVS-2 bélgeleri ve 3" ucunda aminoasit
kodlamayan bdélgelerinde baz farkliliklari bulunmaktadir. Alfa geni ile &, geni
" arasinda %358’lik bir benzerlik mevecuttur. Alfa gen grubunun 5° ucunda 40 kb’lik
hipersensitif bolgede eritroide 6zel DNAasel hipersensitif (HS) bélge, 350 baz ¢ifti
iceren bolge, trans-aktin faktorlerin baglanma bolgesi, CACC baz bélgesi ve YY1
transkripsiyon faktorlerinin baglanma bdlgeleri bulunur. Bu kii¢iik bdlgeler
hematopoetik protein bilesenlerinin baglanma bdolgesini igerir. Gebeligin 8.
haftasindan sonra o, ve o, genleri sentezlenmeye baglar. Saglikl bir bireyde her allelde
iki tane olmak {izere toplam dort tane alfa globin geni (aa/aa) vardir. Alfa zincirinin
sentezi [ zincirinin sentezine baghdir. Alfa gen ekspresyonunda o, geni «; geninden
vaklasik 3 kat daha fazla sentezlenir. Dolayisiyla oy globin varyanti olugsma riski %35,
o) globin varyanti meydana gelme olasiligi %15°tir. Alfa talasemi, alfa globin geninde
¢esitli mutasyonlarin veya delesyonlarin olmasi sonucunda meydana gelir. Alfa
globin zinciri kusurlu tiretilebilir, sentezi azalabilir veya tiretilmeyebilir (42-43). Alfa
geni bolgeleri sekil 2.6. da gosterilmigtir.

Alfa talasemi mutasyonlar1 delesyonel veya non-delesyonel olmak iizere ikiye
‘ayrilir. Delesyonlar bir veya daha fazla alfa globin zincirinde meydana gelebilirler.

Delesyonlar a geninin bir kismini, tamamim veya £, zincirini kapsayacak sekilde
gercekleserek o talasemiye neden olurlar. Delesyonun biiyiikliigiine gore 150 kb’lik
geninin {retimi, DNA tamir enzimi, disiilfit izomeraz proteini {iretimi ve gorevi
belirlenememis gen bélgelerinin tiretimi etkilenebilir. Yapilan ¢aligmalarda a*? ve o
delesyonlarinin «, geninin iiretiminin tamamen ve o, zincirini kismi olarak tiretimini
durdurdugu bildirilmistir (44-45). Delesyonlar hem o, hem de «; gen bolgesinde
meydana gelebilir. Farkli toplumlarda yapilan aragtirmalarda alfa gen kiimesinin bir
kismimi veya tamamini igine alan 36 farkli gen delesyonu belirlenmigtir. Alfa geni
delesyonlar Sekil 2.6. da gosterilmigtir. (45).

Alfa genini igine alan delesyonlarin uzunluklari, bulunduklan iilke veya toplumun
isimleri kullamlarak adlandirilmuis toplam 20 delesyon bulunmaktadir. Bu delesyonlar
heterozigot vakalarmn elektroforez sonuglarinda diisiik HbA; ve HbA; miktar ile tespit
edilebilmektedir. Bu vakalarin homozigot veya gift heterozigot olanlari hidrops fetalis’e
neden olacagi i¢in yasamla bagdasmamaktadir.

Delesyonel olmayan mutasyonlar ise a globin geni iiretimini kontrol eden gen
bolgelerinde bir ya da daha fazla niikleotidin, degisimi sonucu meydana gelir.
Delesyonel o talasemiden daha az yogunlukta goriiliirler. Ayrica ay zincirinde daha
fazla meydana gelirler. Delesyonel olmayan 41 tane mutasyon belirlenmistir (46-47).
Delesyonel olmayan mutasyonlar farkli mekanizmalar etkileyerek degisik genotipler
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meydana getirir. RNA splice mekanizmasinin ve dur kodonunun etkilenmesi, PolyA
eklenmesi, sessiz mutasyonlar, kirilma ve kirilma-delesyon mutasyonlari delesyonel
olmayan mutasyonlar arasinda yer ahr. Ornegin; stop kodonunda tek bir aminoasit
degisikligi ile mRNA translasyonu devam eder ve yaygin olarak goriilen Hb Constant
Spring (HbCS) varyanti meydana gelir (48-49).

Alfa talasemide genotip fenotip iliskisi:

ao/a-: Dort alfa zincirinden bir tanesinde delesyonel veya delesyonel olmayan bir
mutasyon meydana gelmis ise sessiz tasiyicidir. Sessiz tagiyicilar genellikle Siyah
" Amerikali, Akdeniz ve Suudi Arabistan kokenlerinde rastlamir. Tamamen saghikl
fenotipe sahip bu bireyler ii¢ fonksiyonel « =zincirine sahiptir. Laboratuvar
degerlendirmelerinde MCV degeri 78 g/dl’den, MCH degeri 27 g/dI’den daha diisiikiir.
Hb A, ve Hb F normal degerlerindedir. Saghik taramalarinda veya evlilik 6ncesi yapilan
testler sonucu tespit edilebilirler (50).

aa/--veya a-/a-: Iki alfa zinciri mutasyonu tasimasi durumunda tastyicihk soz
konusudur. Tasiyic1 olgular genellikle Cin kdkenli olup Tayland, Kambogya, Vietnam
ve Filipinlerde yaygin olarak, Yunanistan, Tiirkiye, Kibris ve Israil halkinda daha az
yogunlukta goriilmektedir. Fenotipte genellikle sessiz tasiyicilara benzer sekilde MCV
ve MCH dusiikliigi, RDW artisi, elektroforezde Hb A; ve Hb F normal araliklarinda
goriiliir. Bazi olgularda laboratuvar degerlendirmelerinde (- veya Of-talasemi
tasiyicilarindan ayirt edilemeyebilirler. Bu durumda Hb H boyama yontemi
kullanilarak a talasemi tagiyicilifn tespit edilebilir. Globin zincirleri arasinda o/} orani
0.9’dan daha diisiiktiir. Aym1 ya da farkli kromozomlar iizerinde meydana gelen
-delesyonel ya da delesyonel olmayan mutasyonlar ile kalitilirlar (51).

a-/--: Dért o zincirinden i¢ tanesinin iiretilememesi sonucunda Hb H hastalig
ortaya ¢ikar. Hb H hastaliginin patofizyolojisi o zinciri ile B veya y zincirlerinin
orantisiz tiretilmesine baghidir. o/f oram 0,2-0,5 arasindadir. -Orantisiz iiretim sonucu
eritrosit membranina yapisan serbest globin zinciri eritrosite zarar verir. Alfa zincirinin
azalmast ile hipokromik mikrositer anemi geligir. Laboratuvar degerlerinde genel olarak
hemoglobin 7-10 g/dl arasinda, MCV 64 fl'nin altinda, MCH 20 pg'dan daha kiigiik,
MCHC 30 g/dI’ nin altindadir. Hemoglobin elektroforezinde Hb A, oram diiser, Hb F
%1-2 oraninda artar. Laboratuvar degerlerinde meydana gelen bu degisiklikler bolge,
birey ve mutasyonlara bagli olarak degisebilir. Eslesecek o zinciri bulamayan f veya y
zincirlerinin neden oldugu inkliizyon cisimcikleri New Metilen Blue veya Brillant
Cresyl Blue boyalar ile iki saat siire ile 37 °C de inkiibe edilir. Siire sonunda Hb H
patolojisi bulunan eritrositlerde mikroskobik incelemede golf topuna benzer bir goriintii
elde edilir (52).

Membran yapisi bozulan eritrositlerin dokulara tasidigi oksijen miktar1 azalir,
Eritrositlerin oksijene afinitesi artar. Oksijenin hemoglobinden ayrilma (disosiasyon)
egrisi artan afiniteye gore degisir. Alfa talasemide eritrositlerin membrani f talasemide
ki kadar olmasa da siki yapiya sahiptir. Membranin fosfolipid tabakasinda yer alan
kompleks haldeki proteinlerden band3 grubuna yapisan B zincirleri PS salimmina ve
erken apoptozisine neden olur. Eritrosit membram hasarli eritrositler erken hemolize
neden olur. Pargalanan eritrositler  retikiilo-endotelyal  sistemde (RES)
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immiinglobinlerin Fc reseptorlerine yapisarak fagositoza ugrarlar. Hemoliz sonucu

aciga ¢ikan B zincirleri,

kemik iliginde eritroid onciil hiicrelerine de yapisarak hiicre

6liimlerine neden olurlar. Erken hemoliz [} talasemi hastalarinda gériilen kadar olmasa
da etkin olmayan hematopoeze neden olur.

Hb H hastasi bireyler, gebelik, enfeksiyon, oksidan ilaglarin tiiketimi ile artan

hemoliz sonucunda veya
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Sekil 2.5. b) Splenektomili Hb H hastasi (45)

--/-- Dort alfa zincirinden higbirinin iiretilememesi durumunda klinikte Hidrops
Fetalis (Hb Barts) olarak tammlanan fenotip ortaya ¢ikar. Hidrops fetalis dogumdan
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once veya dogumun hemen ardindan bebegin 6lmesine neden olur. Herhangi bir tedavi
segenegi bulunmamaktadir. Eslesecek o zinciri bulamayan f ve y zincirleri eritrosit
membranina yapisarak membran biitiinliigiinii hemen bozar ve hemoglobin kompleksi
olugsmadig: i¢in oksijen dokulara tagmamaz. Hemogram degerlendirilmesinde Hb 3-8
g/dl arasinda MCH ve MCHC degerleri biiyilik oranda azalmig, MCV ise normal deger
araligindadir. Hemoglobin elektroforezinde hemoglobin Bart’s %70-100 hemoglobin
Portland 1, hemoglobin Portland 2 ve hemoglobin H %10-20 civarindadir (53).

TELOMER SENTROMER
0 10Kb 20Kb 30Kb
| | | |
2 yllya2yol w2 al @1
i I E R

=== i 0

N e o 0
— s L
=S5 o= 0
e, 0

=S} T

—_— -} o

Sekil 2.6. 16. Kromozom « zincir geni

~ Giiney-Dogu Asya ve Cin’de yaygin olarak goriilen Hidrops fetalis, Kibris,
Yunanistan ve Tiirkiye’de de daha az oranda gériiliir.

2.2.1.2. Beta Talasemi
Beta globin geni 11. kromozomun kisa kolunda yerlesmistir. Kromozom

lizerinde 5’ucundan itibaren sirasi ile LCR (Lokus Kontrol Bélgesi) embriyonik &,

fetal Gy, Ay ve psodogen yf;, 8 ve B gen bolgeleri yer alir. Bes adet fonksiyonel
globin geni tiretilir. Bu bélgeler B zincirinin tiretiminin uzatilmasi, sonlandirilmasi ve
meydana gelen hasarlarin tamirinde gorevlidirler. Beta zincirinin iiretimi beta gen
bolgesinde yer alan LCR'nin kontrolii altindadir. Embriyonik € zinciri ve £ zinciri
gebeligin ilk 5 haftasinda yolk salk kesesinden sentezlenir. Embriyonik hayatin ilk
haftalarindan itibaren gama (y) globin zinciri de sentezlenmeye baglar. Gama globin
zinciri Hb F'e katilir. Gama zincirinin 136. pozisyonunda glisin aminoasiti ile y°
zinciri, alanin aminoasiti ile y* zinciri sentezlenir. Fonksiyonu heniiz bilinmeyen
yalanci gen bolgesi olan w1 geni transkripsiyona ugrar fakat herhangi bir aminoasit
sentezlenmez. Zincirin & gen bolgesi ise gebeligin 30-40 haftalan arasinda dalakta
sentezlenmeye baglayarak erigkin dénemde de varligim Hb As’nin yapisinda
siirdiiriir. Beta gen bolgesi gebeligin yaklagik 10. haftasinda sentezlenmeye baglar.
Doguma kadar karaciger ve dalakta dogumdan sonra dalak ve yogunlukla kemik
iliginde sentezlenir. Erigkin bir bireyde a zinciri B zincirinden 2.5 kat daha fazla
transkripsiyona ugrayabilir fakat daha az translasyona ugrar. Beta zincir translasyonu
agiga ¢ikan hem miktarina baghdir (54-55).
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B globin gen bdlgesi mutasyonlarindan nokta mutasyonlari, non-sense
mutasyonlar, insersiyonlar hemoglobinopatilere, delesyonel ve delesyonel olmayan
bir¢ok mutasyon B talasemiye ve hemoglobinopatilere neden olur. Bu mutasyonlar
genin intron bélgeleri yani sira uzatma kodu, dur kodu tagiyan bélgelerinde meydana
gelebilir (56-57).

Mutasyon bolgesine bagh olarak globin zincirinin yapist bozulabilir, globin
zinciri hi¢ {retilmeyebilir veya c¢ok az miktarda iretilebilir. Mutasyonlar
kromozomun ekzon bélgesinde yer alirsa anormal bir zincir yapisina neden olmaz.
. Yanlhis aminoasit kodlanmasi sonucunda anormal globin zinciri olan Hb S, Hb C, Hb
D, Hb E gibi hemoglobinopatiler meydana gelir. Sessiz mutasyon dur kodonunu
etkileyerek zincir sentezlenmesinde erken sonlanmaya veya insersiyon ile
translasyonu uzatarak Hb Constant Spring, Hb Icaria, Hb Koya Dora gibi anormal
hemoglobinlerin sentezlenmesine neden olur.

B talasemi mutasyonlari B’ talasemi (B zincir iiretimi olmayan) veya B’
talasemiye (f3 zinciri az tretilen) neden olurlar. Beta talasemiye neden olan 200°den
fazla mutasyon tanimlanmistir. B° ve B talasemide mutasyon bolgeleri Sekil 2.7 ve
sekil 2.8 de verilmistir. Delesyonel mutasyonlar arasinda ¢esitli biiytikliikte ve farkl
bolgelerde delesyonlar tamimlanmistir. Delesyonlar sonucunda g¢ogunlukla i
talasemi goriiliir. Delesyonel mutasyonlar 290 baz ¢ifti (bp)-67 kilobaz (kb)'lik
bolgeleri kapsayabilir. Beta globin geninin 3’ucu, LCR bdlgesi, promoter bolgesi, €,
Gy, Ay veya P bolgeleri tamamen eksilebilir. Beta zincirinin {iretimi tamamen veya
kismen ortadan kalkar. Delesyonel olmayan mutasyonlar 3 sekilde B geni sentezini
_etkiler, transkripsiyonu degistirirler (promoter bdlge veya 5'bdlgesini degistirirler), B
geninin mRNA kodlanma siirecini etkilerler, gen translasyonunu etkilerler (58).

Transkripsiyonu etkileyen mutasyonlar B* talasemi, B geninin mRNA
kodlanma siirecini etkileyen mutasyonlar1 B veya B* talasemi fenotiplerine, p geni
translasyonunu etkileyen mutasyonlar ise f° talasemi fenotiplerine neden olurlar (59)

3* Mutasvonlan
PROMOTER
J Proximal I(hP bolgesi
CACCC 5'UTR
CACCC TATA l EKSON1 EKSON 2 EKSON 3 3'UTR
p | |
l l l v v v .
s W W Ft B I 3
) / I| | |
1 /] T : IUTR(1) \
s T 't ¥ Wiy 3 UTR igind
Mutasyonlan CAP+1{1)" /S / | iginde
¥ B Cikanlan Sekanslar Potiadeniiasyon
S'UTR(6) - f bolgesi
Hb Malay Intron kesilme bolgesi insersiyon bolgesi
Eksonlarda :
Kodon 24 Intronda kesilme bolgesi
birlegsme Hb E
noktalari Hb Knossus

Sekil 2.7. B’ talasemi mutasyon bolgeleri (45)
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Beta talasemi tagiyicih@i Tiirkiye'nin iginde yer aldigi Akdeniz bdlgesinde
%2-18, Amerika’da %0-8, Avrupada %0-19, Giiney-Dogu Asya’da %0-11, Sub-
Saharan Afrika’da %0-12 ve Pasifik’in batisinda %0-13 oranlarinda goriilmektedir.

iki ebeveynden sadece birinin globin zinciri mutasyonu tasimasi ve fetusa
aktarilmas: halinde diinyaya gelecek ¢ocuk %25 ihtimalle talasemi minor, %75
ihtimalle normal birey olarak dogabilir. Tasiyict iki ebeveynin genlerinin gocuga
aktarilmas1 durumunda diinyaya gelecek ¢ocuk %25 ihtimalle talasemi major, %50
. ihtimalle talasemi minér ve %25 ihtimalle saghkli bireyler diinyaya gelir. Bu
mutasyonlar degisik kombinasyonlarla ortaya ¢ikabilir.

lj" Mutasyonlan
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Sekil 2.8. p’ talasemi mutasyon bélgeleri (45)

Beta talasemi genotip fenotip iliskisi :

Talasemi mindr: Beta zincir mutasyonu iki beta zincirinden sadece bir tanesinde
varsa birey talasemi mindr diger bir tanimla talasemi tasiyicisi olur. Genellikle klinik
belirti gostermez. Kronik enfeksiyon veya kadinlarda gebelik hallerinde ciddi anemi
gortlir. Hemogram degerlendirilmesinde MCV ve MCH diisiik, eritrosit sayisi
artmig, RDW genellikle normal deger araligindadir. MCV ve MCH degerlerinde, B*
talasemi minér ve B’ mindr arasinda farklihklar goriilebilir. Fakat genelleme
yapihrsa: Hb 8-9 g/dl arasinda, MCV 78 g/dlI’den daha diigiik, MCH 27 g/dI’nin
altindadir. Mikroskobik incelemede mikrositozis, anizositozis, poikilositozis ve
hipokromi goriiliir. Daha ciddi olgularda bazofilik noktalanma, target hiicreler
goriilebilir.  Yenidogan doneminde « talasemi tasiyicisi bebeklerin  aksine
hemoglobin degerleri normaldir. Hb elektroforezinde Hb Az %3,5-5, Hb F %2-7
arasinda goriiliir. Bu yiizdeler gende meydana gelen mutasyona bagli olarak
degisiklik gosterebilir. Nadiren, talasemi minére eslik eden bazi olgularda
transflizyon ihtiyaci duyulur (60-62).

Talasemi intermedia: Bu bireyler transfiizyon almadan veya nadiren transfiizyon
tedavisi ile takip edilirler. Farkli genotip-fenotip iliskisi ile takip edilebilirler.
Transfiizyon tedavisi almadan takip edilebildigi gibi diizenli transfiizyon ihtiyaci
olan hastalarda bulunur. Klinik olarak anemi, splenomegali, bacak iilserleri ve kemik
deformasyonlari, biiylime geriligi. safra kesesi tasi ve gonadal yetmezlik goriiliir,
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Yapilan arastirmalarda hastalarda demir yiikii artisi ile ekstramedullar organlarda
tiimér benzeri kitle olusumu gériilmiistir. Kalp yetmezligi, perikardiyal kalinlagma,
mitral ve trikiispit yetmezlik, akut perikardit, pulmoner yetmezlik gibi klinik bulgular
da goriilmektedir. Genotiplerinde genellikle homozigot ya da heterozigot B zincir
mutasyonuna ek olarak o zincir mutasyonu veya vy zincir mutasyonu bulunabilir.
Laboratuvar degerlendirmesi talasemi mindr grubu ile benzer 6zelliktedir. Fakat daha
ciddi klinik 6neme sahiptir. Mikroskobik incelemesinde polikromazi, anizositozis,
hipokromi, mikrositer anemi, poiklositozis ve bazofilik noktalanma gozlenir.
Hemoglobin elektroforezi testinde Hb F genellikle talasemi minérden daha fazla artis
gosterir. Eritrosit yapiminda talasemi mindrden daha ciddi bir artig gosterir (63-64)

Talasemi major: B zincir mutasyonlarini homozigot veya heterozigot halde
tagiyan bireylerdir. Tani yasamin ilk 4-6 ayinda konulabilir. Ortalama 20 giinde bir
eritrosit siispansiyon transflizyonuna bagimli olarak hayatlarini devam ettirirler.
Etkisiz eritrosit yapimi, omrii kisalmis eritrositler, dalakta, karacigerde ve yassi
kemiklerin korteksinde genisleme, beyni koruyan kafatasinin paryetal kisminda
dikensi goriiniim, elmacik, list ¢ene ve alin kemiklerinde o6ne dogru uzama
deformasyonlar1 goriiliir. Dalak biiytimesi eritrositlerin émriintin kisalmasina, sariliga
ve safra kesesi tasi olusumuna neden olur. Akcigerleri saran kostalarda meydana
gelen biiyime pulmoner hipertansiyona neden olur. Tiim bu yan etkiler diizenli
transfiizyon tedavisi ile engellenebilir. Bunun yaninda transfiizyon tedavisi ile kanda
serbest halde dolasan demir kalp, karaciger, ve endokronal organlarda demir yiikii
artisina neden olur (65).

Talasemi major hastalarinda B zinciri tiretimi kusurlu oldugu i¢in onun gérevini
-de o zinciri yapmaya ¢ahisir. Dolayist ile Hb F ve Hb A {iretimi artar. Alfa zincirinin
oksijéne afinitesi B zincirinden daha yiiksektir. Dokulara oksijeni kolayca birakamaz.
Zincir yapimindaki dengesizlik mutasyona bagh olarak degisiklik gosterir. Globin
zincirlerinin dengesiz tiretimi o/f oraninin 1’den biiyiikk olmasina, a zincirlerinin
eritrosit membranina yapisarak erken hemoliz olmasina ve hemoglobinin diigmesine
neden olur (66). Hemogram degerlendirilmesinde hemoglobin diistikliigliniin yaninda
ortalama eritrosit hacmi (MCV) ve eritrosit i¢inde bulunan Hb miktar1 (MCH) diiser.
Hipokromik mikrositer anemiye bagh doku ve organlarda yetersiz 0,-CO; aligverisi
ve yetersiz beslenme goriiliir. Eritrosit onciillerinin bulundugu, hematopoetik
organlarda yer alan membran hasarli eritrositlerin erken apopitozisi, kemik, dalak ve
karacigerde hasara neden olur. Serbest kalan a globin zincirleri eritrosit membranina
yapisarak sirasiyla hem ve hemikrom olusur. Kemik iliginde yapimi siiren
eritrositlerin membranina o zincirlerinin yapigmasi kemik korteksine de zarar verir.
Tromboza yatkinlik, deri renginin koyulasmas1 da goriilen yan etkiler arasindadir
(66-68).

Talasemi major hastalarinin diizenli eritrosit siispansiyon transfiizyonu tedavisi,
almalidirlar. Transfiizyon tedavisinin yan etkilerini ortadan kaldirabilmek igin
agilamalar ve ferritin selator tedavileri almalart gereklidir. Diizenli araliklarda
kardiyolojik, endokrinolojik, odyolojik ve oftalmik kontroller ile hastalarin yagam
standartlar1 saghkh bireylere yakin seviyede tutulabilir. Dalak biiyiikligl, yas ve
transfiizyon sikliklar1 degerlendirilerek splenektomi uygulanabilir. Kesin tedavi
yontemi tam uyumlu bir vericiden yapilan kék hiicre naklidir (69-71)
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2.2.2.3. Orak Hiicre Anemisi :

Siklikla Afrika, Akdeniz tilkelerinde, Hindistan, Suudi Arabistan, Latin Amerika
ve Siyah Amerikahlarda goriiliir (72-73). Orak hiicre anemili bireyler Afrika
bélgesinde yaygin malaryal bir parazit olan Plasmodium falciparum’un 6liimeiil
etkisinden korunur (72). Orak hiicreli anemi otozomal resesif kalitim gosteren,
kalitsal bir hastaliktir. Orak hiicre anemisi  zincirinin NH; ucundaki bir insersiyon
mutasyonu sonucu meydana gelir. B Globin zincirinin 6. kodonunda adenin yerine
timin bazi gelir (GAG->GTG). Bu aminoasit degisikligi sonucunda B zincirinde
glutamik asit yerine valin sentezlenir. Glutamik asitin tizerindeki elektriksel yiikii ve
" molekiil biiyiikliigii, zincirde yer alan diger molekiiller arasinda baglanti olugumunu
engeller. Valin benzer yapi ve 6zellikte olmadig: igin oksijenin salimimi esnasinda,
hiicreler arasinda hidrofobik baglar olusur. Bu degisim eritrositlerin oksijensiz
ortamda membran seklini koruyamamasina ve eritrositin orak seklini almasina neden
olur. Orak eritrosit polimerizasyonu Sekil 2.9 da gosterilmistir. (74).

Orak hiicre hemoglobinleri oksijeni saldigi durumda ¢éziintirligii azalir. Bu
hemoglobin molekiilleri oksijeni azalmistir. Oksijensiz ortamda agregasyona
ugrayarak uzun polimerler meydana getirirler ve birbirleri ile birleserek ince
flamentler halinde uzanir. Eritrosit igerisinde olusan bu yapiya taktoid kristalleri
denilir. Bu taktoid yapilar jel haldedir ve eritrosit membraninin i¢ duvarina yapisarak
membram gerer ve seklini bozar. Hemoglobin molekiillerinin tekrar oksijenlenmesi
ile agregasyona ugramis molekiiller dagilir ve jel sivi halini alir. Orak seklini almig
eritrosit membrani polimerizasyondan zarar gormedikge eritrosit normal seklini
tekrar kazanir. Oraklasma ve normallesme dongiilerinin tekrari ile geri doniisiimsiiz
-oraklagmis eritrositler meydana gelir. Eritrositler elastik hareketlerini yapamaz hale
gelir hilal sekline doniisiirler. Aymi zamanda eritrosit iginde kullanilmayan oksijen
molekiilleri birlesir ve oksijen radikallerini meydana getirir. Bu radikaller (H,0O,, O,))
eritrosit membranina yapigarak membranda hasarlara neden olur.

Oraklagsma sonrasi eritrositlerin bir kismu makrofajlar tarafindan dolasimda
yakalamir ve fagositoza ugrarlar. Fagosite edilmemis orak hiicrelerin membran
yiizeyinde endotel hiicrelerine 6zel adezyon kuvvet molekiilleri artar, polimerize
olurlar ve ¢oziiniirlikleri azalir. Uzun polimerize yapilar meydana gelir ve bu
polimerize yapilar kapiller damarlar1 tikayarak agrili krizlere neden olurlar.

Oraklagma hiicre i¢i Hb S yogunluguna, hiicrenin biraktig1 oksijenin miktarina,
pH’sina, hiicre i¢i su kaybina ve hiicre i¢i Hb konsantrasyonuna bagh olarak degisir.
Hiicre i¢i Hb yogunlugu normal bir eritrosite gére daha fazla, pH’s1 ise normal
eritrositlere gére 0.5 daha diisiiktiir. Orak hiicrelerin su kaybi dort 6nemli faktérden
etkilenir.

Gardos Kanah

Eritrosit i¢i Ca oranmi arttifi zaman bu kanal aktiflesir ve Cl ile birlikte K ve su
kaybi gergeklesir. Hiicre igi HO konsantrasyonu azalan eritrositin Hb yogunlugu
artar ve oksijenini salan eritrositin polimerize olma ihtimalini artirir. Gardos kanal
klotrimazol tedavisi ile inhibe edilebilir (75).
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K-Cl Kanah

K ile ClI'un beraber gegisini saglayan bu kanal eritrosit membraninin oksidatif
hasar1 sonucu aktif hale gelir. In vitro olarak dithiothreitol kullanilarak oksidatif
hasar azaltlmistir (76).

Oksijen Salinimi ve Na-K Pompasi

Oraklagsma esnasinda hiicre i¢i Ca’un artist Na ve K gecirgenliginin artmasina
neden olur. Na-K pompasinin fazla galigmasi eritrositin su kaybetmesine neden
olabilir (77).

* Hiicre membranimin oksidatif hasari ve K kaybi

Eritrositler oraklagsma esnasinda oksidatif membran hasari, Hb S’in hizh
oksidasyonu, yapitaslarina ayrilmig hemoglobinin kalintisi, serbest halde bulunan
demir ve hem molekiillerinin membrana yapismasi sonucu olusur. Oksidatif
membran hasar1 K ve Cl’un bir arada atitlimina neden olur. Hiicre i¢i K'u azalan
eritrosit geri doniisiimsiiz bir sekilde orak seklini alir (78).

Hb S’e benzer sekilde B geninde olusan mutasyonlar zincir yapisinda aminoasit
degisikliklerine neden olur. Hemoglobin I (al6 Lys>Glu) ve Hemoglobin Setif (a22
Asp->Tyr) gibi anormal B zincir yapilar1 Hb S de oldugu gibi polimerizasyona neden
olabilir fakat oraklasma veya bunun gibi anormal bir eritrosit yapisi olusumuna
neden olmazlar. Herhangi bir klinik 6neme sahip degildirler (79). Hb S hemoglobin
C ve hemoglobin D-Punjab gibi B zincir mutasyonlari ile heterozigot halde
aktarildiklar1 zaman polimerizasyon ve oraklagmaya neden olabilirler.

-Orak hiicre anemisinde genotip-fenotip iliskisi

“BB° genotipinde bireyler Hb S tasiyicisi olarak tamimlamirlar. Klinik belirtileri
yoktur. Klinik bir belirtisi olmamakla birlikte nadiren hematiiri, piyelonefrit, irede
bakteri artigi, yiiksek ates, hipoksi goriilebilir. Ugak yolculugu, dag tirmanisi,
anestezik madde solunumu ve hizli egzersizler esnasinda vaskiiler krizlere neden
olabilir. Akciger, beyin, dalak, hipofiz, bébrek, retina ve kemik dokusu nedbelerine
neden olur. Yumusak dokularda hiicre dliimlerine, damar tikanikliklarina ve bobrek
yetmezliklerine neden olur. Bu belirtilere ragmen asemptomatik olan Hb S
tastyicih@g, HPLC (High Performance Liquid Chromatography), hemoglobin
elektroforezi veya DNA dizi analizleri sonucu belirlenebilirler. Orak hiicre anemi
tasiyicist iki ebeveynin ¢ocuklar %25 ihtimalle orak hiicre anemisi olur. Eger a
talasemi tasiyiciligi gibi baska bir globin zincir mutasyonu yok ise hemoglobin,
MCV 85 g/dI’'nin altinda ve MCH degeri normal sinirlarda goriiliir. Periferik
yaymada ise normal veya mikrositozis, target hiicreleri ve az miktarda sferosit
hiicreleri goriiliir. Hb S %38’den fazla, sessiz Hb H tagiyicilan ile birlikte %31-38
arasinda, Hb H tasiyiciligi ile birlikte %31 in altinda goriliir. Hb A, yiizdesi gozle
goriiliir bigimde artar. Hb A miktar1 ise Hb S den daha fazladir (80).

Heterozigot BP® bireyler énemli klinik bir belirti gostermezken Hb H hastalig
ile birlikte kalittim1 durumunda hipokromik mikrositer anemi, eritroid hiperplazisi,
splenomegali, Hb D-Punjab veya Hb C gibi diger B zincir varyantlan ile heterozigot
kalitiminda ise oraklagma goriilebilir ve klinik olarak 6nemli hale gelir (73).
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Orak eritrosit polimerizasyonu
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Sekil 2.9. Eritrositlerin oraklasmasi

B*B* genotipine sahip bireyler orak hiicre anemi hastalaridir. Orak hiicre anemi
hastalarinda B zinciri kusurlu iretilir ve Hb A, yiizdesi diisiiktiir HbA, yerine Hb S
tiretilir. Hb S diisiik oksijen basinci altinda orak seklini alir. Akcigerlerden gegis
esnasinda oraklagmanin siirekli tekrarlamasi eritrosit membraminda hasara neden
olur. Membran kesecik kaybmmin sonucunda PS organizasyonu degisir. Meydana
gelen hasar eritrositin bikonkav disk seklini yitirmesine, orak sekline doniligmesine
neden olur. Adenozintrifosfata (ATP) bagli sodyum-potasyum pompasinin (Na'-K")
yetersiz ¢alisarak Na artis1 ve K kaybina, ATP-Ca pompasinin yetersizligi hiicre igi
Ca artigina neden olur. Bu artis hiicrenin pargalanmasina ve K'-Cl kotransport
kanallari ile K ve Cl kaybinayol agar. ATP-Ca-K iyon degisikligi yolag1 Gardos yolu
olarak adlandirilir. K ve CI ile su kayb1 olur ve eritrosit i¢i hemoglobin yogunlugu
artar. Su kaybetmis hiicrenin membran yapis1 siki sabit bir hal alir. Sonugta su kaybi
ve membran oksidatif hasari eritrositin reolojik 6zelliklerini ve hastaligin klinik
ciddiyetini etkiler. Oksidasyon hasari, band3 protein grubu ile polimerizasyonu, IgG
antikorunun baglanmas: ve fagositozla sonuglanir (81). Orak hiicre hemolizi
intravaskiiler hemoliz ve ekstravaskiiler hemoliz olmak {izere iki alanda gergeklesir.
intravaskiiler hemoliz hiicre i¢i iyon dengesi bozulmus eritrositin pargalanmasidir.
Ekstravaskiiler hemolizde ise hasarli veya okside ugramis hiicrelere yapisan 1gG
aracih@ ile makrofaj ve monositler tarafindan yutulurlar. Intravaskiiler hemolizle
sonuglanan eritrosit polimerizasyonu orak hiicre hastaliginin klinik 6zelliklerini ve
kan akiskanligini etkiler. Polimerizasyon ile kan akis1 yavaslar ve dokulara birakilan
oksijen miktar1 azalir. Lokositler ile birlikte orak hiicreler kan akis hizim
yavaslatirlar ve kapiller tikanmalari dokulara oksijen iletimi yavaslar. Yetersiz
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dolagim hiz1 ve uzun siireli diisiik oksijen miktarina maruz kalma kalp. beyin ve
bobrek gibi organlarda ve kemik dokusunda bélgesel doku oliimlerine neden olur.
Kemik dokuda meydana gelen tikanmalar sonucunda biiyiime geriligi, ellerin orta
parmaklarinda kisalik, ¢ocuklarda dalak biiyiikligii, dalakta eritrosit yikimi ve anemi
goriiliir (82).

Damar igerisinde
dolagan eritrositier ==
=

Kapilleri
Damar duvarina tikayan
yapigan eritrositler  eritrositler

Sekil 2.10: Orak eritrositlerin kapilleri tikamasi (vasookliizyon)

" Orak hiicre anemili bireylerin laboratuvar degerlerinde normositik
normokromik eritrositler gézlemlenir. Hb yogunlugunu 6-10 g/dl arasinda MCV
‘yaklagtk 90 fl, ortalama MCHC 34 g/dl degerindedir. Periferik yaymada target
hiicreleri, puro sekilli, ovalosit tarzinda hiicreler, polikromatofili, bazofilik
noktalanma, normoblastozis gozlenir. Ortalama retikiilosit degerleri yaklasik
%]10°dur. Trombosit degerleri artar. B°B" eritrosit membraninda aktin-aksesuar
proteinlerinin ve lipid yignlarinin azaldig ve kiiglildtigii, protein tamircilerinin ve
oksijen radikal temizleyici bilesenlerin ise arttigi gézlemlenmistir (73). Hemoglobin
SC hastas farelerde invitro hipoksi durumlarinda hemoglobini sabitlestiren protein
(Hsp27), Hsp70 ve peroksidoksin2 (Prx2) proteinlerinin oranlarinda degisiklik
gozlemlenmigtir. Vazookliisif krizler esnasinda trombositler azalmistir aymi zamanda
SCD agisindan klinik 6nemi ag¢iklanamayan endopeptidazlar artmistir  (83).
Hemoglobin elektroforezinde Hb A, Hb S. Hb F anormal degerlerde Hb A, ise
normal degerlerindedir. Orak hiicre anemisi dogumdan 6 ay sonra ahinan kan
Orneginden veya dogumdan Once prenatal tam yontemi ile 8-12 haftalar1 arasinda
koryon villustan (CVS), 12-16 haftalari arasinda amnion sivisindan alinan
orneklerden elde edilen DNA materyalinin analizi yapilarak teshis edilebilir (84).

Orak hiicre tedavisinde koruyucu tedavinin yaninda giincel olarak 3 esas tedavi
yontemi kullanilmaktadir. Hidroksiiire tedavisi, kan transfiizyonu ve kok hiicre nakli
gecerlidir. Orak hiicreli hastalar damar i¢i oraklasmadan ve bunun neden olacag:
iltihap, ates, su kaybi, asidozis, hipoksi gibi klinik 6neme sahip etkilerden korumak
Onleyici tedavi yontemidir. Transfiizyon tedavisi ile Hb S iiretimi baskilanir, dokular
i¢in gerekli oksijen saglamir ve kan viskozitesi %40 oraninda degistirilmis olur. Tiim
bu getirilerine ragmen organlarda Fe birikimi meydana getirmesi, hemosiderozis,
alloimmiinizasyon gelisimi ve goniillii verici bulma sikintis1 yiiziinden transfiizyon
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tedavisi simirh olarak yardimer olmaktadir. Hidroksiiire tedavisinde esas amag¢ Hb F
miktarim artirmaktir. Hidroksitire DNA metilasyonunu saglar. Eritrosit yapiminin
erken evrelerinde Hb F iiretim kapasitesini %30°dan %50 ye artirirken B° iiretimini
baskilar, l6kosit miktarini ve tam kan viskozitesini azaltir (85-86). Oraklasma
esnasinda olusan iyon dengesizligini engellemek amaci ile Gardos kanalini inhibe
eden K ve su kaybinmi Onleyen bir tedavi yontemi olan klotrimazol isimli ilagta
kullanilmaktadir. Yapilan ¢ahismalarda hastalarm agrili krizlerinin, transfiizyon
ithtiyaglarinin ve hastanede gegirdikleri stirenin kisaldigi kanitlanmistir (87).

Orak hiicre anemi hastalarinda hemikrom-band3 agregatlar1 gibi reseptorsiiz
mekanizmalar aracilig ile biiyiik Von Willebrand faktor reseptérii damar endoteline
yapismalarina neden olur. Dolasimin farkli béliimlerinde farkli mekanizmalar ile
koagiilasyon kontrol edilir. Koagiilasyon trombospondin salinimi ve kapillerde
daralmaya neden olur. Sonug olarak su kaybi meydana gelir (88).

2.2.2.4. Hemoglobin D

Hemoglobin D bir Hb A varyantidir. Hb D varyantinin Hb A’dan yapisal farki
B zincirinin 121. kodonunda meydana gelen baz tek bir degisiklikligi ile glutamik
asit yerine glutamin veya bagka bir aminoasitin sentezlenmesidir. Kuzey-Bati
Hindistan, Pakistan ve Hindistan’da Hb D’nin D-Kibris, D-Konley, D-Chicago. D-
North Carolina, D-Portugal ve Hb Oak Ridge gibi farkli formlar goériilmektedir
(89). Hemoglobin D en yiiksek oranda Britanyali Pakistan halkinda %2-3 oraninda
bulunmaktadir. Tiirkiye’de bu yogunluk yaklagik %0,01°den daha az oranda Denizli
ilinde goriilmektedir.

“Hemoglobin D’nin elektroforetik mobilitesi alkali seliiloz asetatta Hb S ile
aymdir. Hb S’den sitrat agar (pH 6.2) elektroforezde ayirt edilebilir  (90).
Elektroforez sonuglarina gére yapilan degerlendirmelerde Hb D seviyesi tastyicilarda
%35-40,9 arasinda Hb F miktar1 yasamin ilk yillarinda giderek diiser ve Hb A
miktar1 %50 nin tizerinde goriiliir. Hb D hastalarinda Hb D seviyesi %80’dan daha
fazla, Hb A genellikle %]10’un altindadir. Elektroforezde Hb S ile yakin
elektroforetik mobiliteye sahiptirler. Oraklagsma testi ile Hb S’den ayirt edilir.
Hemoglobin D farkl heterozigot formlarda bulunabilir; Hb D/A tasiyiciligi, Hb D/
talasemi heterozigot formu, Hb D/Hb S formu ve homozigot Hb D formu. Hb S ve
Hb D elektroforez veya kromotografi yontemi ile ¢alisildiginda hareketlilikleri ayirt
edilemez. Hb S’nin ¢oziintirligii azalmis ve oraklasmistir (91-92).

Hemoglobin degeri heterozigot Hb D kalitiminda normal sinirlarda goriiliirken
homozigot kalitimda genellikle 1limli veya ciddi anemi ile seyredebilir. MCV ve
MCH degerleri her iki grupta da normal simirlarin altinda veya alt sinir degerlerine
cok yakin degerlerde goriilebilir. Homozigot olgularin mikroskobik incelemesinde
target hiicreler az miktarda hipokromi ve mikrositoz goriilebilir. Osmotik frajiliteleri
artmistir. Homozigot olgularda splenomegali goriilebilir.

2.3. Hemoreoloji ve Kamin Akiskanlik Ozellikleri
Reoloji, materyallerin akisini ve deformasyon &zelliklerini inceleyen bilim
dahidir. Bir maddenin sekil degistirmesini ve akmasini saglayan ozelliklerine o
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maddenin reolojik 6zellikleri denir. Reolojinin arastirma konularindan biri olan
deformasyon, organizma ig¢inde bulunan hiicresel elemanlarin gekil kaybi olarak
tanimlanir. Deforme olmus materyallerin yeniden eski seklini alabilme yetenegine
deformabilite denir. Sivi halindeki maddelerin deformabiliteleri yiiksektir ve giig
uygulamak neredeyse imkansizdir. Siispansiyon halindeki maddeler ise viskoelastik
ozellik gosterebilirler. Stispansiyon halindeki kanin reolojik 6zellikleri kan akisinda
ve dokularda kan dolagiminin saglanmasinda 6nemli bir faktordiir. Viskozite bir
stvimin molekiilleri arasindaki i¢ siirtiinme nedeniyle akima kars1 gosterdigi direngtir.
Reoloji agisindan sivilar ikiye ayrilir:

1) Newtonian sivilarin viskozitesi. kayma kuvveti veya kayma hizi
varyasyonlarindan bagimsizdir. Bu sivilar igin kayma kuvveti ile kayma hizi
arasindaki egim kayma kuvvetine dogru artar. Boylece viskozite sabit kalir. Gergek
¢ozeltiler newtonian sivilara 6rnektir.

2) Non-Newtonian sivinin viskozitesi sabit degildir. Sivinin akigskanlig
artitkga viskozitesi azalir, akigkanhg: yavasladik¢a viskozitesi artar. Kayma hizi
viskozite ile ters orantilidir. Kan non-Newtonian sivilar arasinda yer alir. Non-
Newtonian sivilarin viskozitesi sicaklia ve zamana baglh degiskenlik gosterir (93-
94)

Hemoreoloji, kanda bulunan plazmanm. hiicrelerin sekil degistirme ve akim
ozelliklerini, damarlarin akimi etkileyen reolojik 6zelliklerini, kanin ve damarlarin
yabanci maddeler ile (ilaglar, plazma genigleticileri ve prostetik cihazlar gibi)
etkilesimlerini inceler.

Kan dolasimi insan viicudunda tiim dokularda oksijen-karbondioksit
degisiminin gergeklestirilmesi ve metabolik artiklarin dokulardan uzaklagtirilmasi
igin sarttir. Kan dolagimi organizmanin ihtiyaglarinin siirekli karsilanabilmesi igin
gereklidir. Kan akigkanh@ kanin hiicresel elemanlariin yogunluklari ve kanin
reolojik ozellikleri, kam1 pompalayan kalp ve kani tiim dekulara ulastiran damar
sistemi sayesinde gerceklesir. Eritrosit sayisi fazlalastigi, protein miktari arttigi ve
plazmada su orani azaldig1 zaman kanin viskozitesi artar (95).

Bir damar yataginda kan akimi basing/diren¢ oraniyla belirlenir. Poiseuille
yasasina gore, damar iginde akan kanin reolojik 6zellikleri ve sistemin geometrik
yapisi damar yatagimin akima gosterdigi direnci belirler. Poiseuille yasasina gore
belli bir damar yatagindaki akim direnci kanin viskozitesiyle dogru orantilidir (96-
97).

Kanin akigkanhg faktorleri ve hemodinami arasindaki iligki ¢ok karmasiktir.
Normal kogullarda, kan akimi ve doku perfiizyonunda meydana gelen degisiklikler,
vaskiiler kontrol mekanizmalar tarafindan damar ¢apr degistirilerek dengelenir.
Kanin akigkanlik faktdrleri (Grnegin, plazma viskozitesi, eritrosit agregasyonu ve
eritrosit deformabilitesi) perfiize olan dokunun metabolik durumuna duyarhidir (98)
Kan bilegenleri ile temas halinde bulunan i¢ ortam degisiklikleri bu elemanlarin
reolojik 6zelliklerini, dolayisiyla da biitiin kan dokusunu etkiler .

Kan akigkanligi ¢esitli faktorlerden etkilenir. Hematokrit, plazma viskozitesi,
eritrosit agregasyonu ve eritrosit deformabilitesi kanin akigkanhigini belirleyen dort
onemli faktordiir.
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2.3.1. Hematokrit

Hematokrit eritrosit hacminin toplam kan hacmine oramdir. Hematokrit degeri
laminar akim sartlari altinda hiicresel elemanlarin oranlari kanin akigkanligini
belirleyen faktorlerin baginda gelir. Hiicrelerin varlign i¢ siirtiinmeyi artirir bu
durumda viskozite degeri 6nce dogrusal, sonrasinda logaritmik bir artis gosterir.
Yiiksek hematokrit degerlerinde daha belirgin dlgiide artis gostermesi eksponansiyel
artis olarak degerlendirilir (10, 99).

Hematokrit diizeyinin artmasi kanin oksijen tasima kapasitesini ve dokulara
oksijen tasinmasini artirir. Diger yandan hematokritin kan viskozitesini artirmasi ise
akima karsi direnci artirarak doku perfiizyonunu bozabilir. Hematokrit degerinin
%95 lere arttirlldigi zaman bile kan akigkanhgmin durmadigi belirlenmistir. Bu
durum eritrositlerin bir sivi damlacig@ gibi sekil degistirebilme yetenedi olmasindan
kaynaklanir. Eritrositler kendisinden daha sert yapilara oranla kan viskozitesini daha
az oranda artirmaktadir.

Yapilan bir aragtirmada hematokrit artisinin aneminin bulundugu durumlarda
viskoziteyi etkilemedigi ifade edilmistir (100).

2.3.2. Plazma Viskozitesi

Plazmanin viskozitesi, plazmanin ana maddesi olan suyun ve onun iginde
erimig olan makro molekiillerin 6zelliklerine baglidir. Makro molekiillerin varlig:
suyun akima direncini, yani viskozitesini artirir. Bu nedenle plazmanin viskozitesi
.suya gore goreceli olarak ifade edilir.

Plazma viskozitesinin 37°C’deki normal degeri, aym 1sidaki suyun
viskozitesinin 1.,4-1,8 katidir. Bu farkin %98’inden plazma proteinleri (albumin,
globulinler, fibrinojen), %2’sinden ise tuzlar ve glikoz sorumludur. Glikoz plazma
viskozitesini minimal diizeyde etkiler. glikozun agir1 iiretimi ve hiperglisemi bile
plazma viskozitesinde 6nemli bir artisa yol agmaz. Plazma protein konsantrasyonu
artigt plazma viskozitesini artirir. Ancak proteinlerin sekil, yogunluk ve boyutlarina
bagl olarak proteinlerin plazma viskozitesi iizerine etkisi degisir. Plazma fibrinojen
ve globulinler ile plazma viskozitesi arasinda yiiksek bir korelasyon oldugu ancak
albimin viskozite {izerine etkisinin heniiz a¢ik net olarak belirlenemedigi
bildirilmigtir (101). Cesitli proteinlerin esit yogunluklarinin plazma viskozitesine
etkileri farkhidir (99).

Serum proteinlerinden fibrinojen viskoziteyi en ¢ok etkileyendir. Plazmada
200-400 mg/dl bulunan fibrinojen 340.000 Da agirhgindadir. Hemostazda doku
onarimi ve yara iyilesmesinde gorevlidir. Fibrinojen plazma proteinlerinin %4 iinii
olusturmasmma ragmen viskozitenin %?22’sinden sorumludur. Fibrinojen plazma
viskozitesini tiim diger proteinlerden daha fazla etkilemektedir. Bu ters orantinin
sebebi molekiil agirliginin fazla ve seklinin asimetrik olusudur (102).

Serum albiimin karaciger parankim hiicresinde graniilli endoplazmik
retikulumunda ribozomdan sentezlenir; sentez hizi, diyet proteini ve serum albiimin
diizeyi ile diizenlenir. Serum albiimin molekiil agirligit 69.000 Da’ dur. Plazma
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viskozitesinin %36’sindan sorumludur. Plazmada 3,5-5 gr/dl ile %60 11 olusturur
Buna ragmen viskoziteyi bu denli az etkilemesinin sebebi molekiil agirligmin 69.000
Da olmasi ve geklinin diger molekiillere gore simetrik olmasidir. Serum albiiminin
onemli iglevleri vardir: Bilirubin, uzun zincirli yag asitleri, T3, T4 kortizol, aldosteron
Ca*", Cu*" ve baz ilaglan tagir. Endojen aminoasit deposu olarak gorev goriir.
Plazma onkotik basincin devamhiligimi saglar. Kanin viskozitesini etkiler. Béylece
kanda bir¢ok maddenin tasinmasimi ve kan osmotik basincin korunmasini saglar
(102-103).

Serum albumin ailesinden «,-globulinin fraksiyonlar1  oj-antitripsin, ;.
"antikimotripsin, o kimotripsin. «;.asit glikoproteini  alfa-fetoprotein  olarak
belirlenmistir. Alfa-antitripsin, «;-globiilinlerinin %90’ 1m olusturur. Molekiiler
agirh@ 55.000 Da kadardir. Alfay-gjobulin seruloplazmin ve protrombini igerir.
Alfa-2 globulin 625.000-850.000 Da arasindadir. Beta globulin ise o ve a; olarak iki
kisma ayrilir. Bunlarin biiyiikk bir kismu transferrin ve diigiik yogunluklu
lipoproteinleri olustururlar. Gama globiilinler immiinglobulin olarak ta adlandirilirlar
ve IgM, IgA, IgG olarak kisimlarina ayrilirlar ve agizdan alinan yabanci proteinlere
karst savunma maddeleridir. Molekiil agirhiklarn soéyle siralanir: IgM 900.000 Da,
IgG 160.000 Da, IgA 160.000 Da agirhgindadir. Ozellikle 725.000 Da molekiil
agirh@ina sahip 2.000.000-4.500.000 Da’luk LDLve VLDL plazmaviskozitesini en
¢ok arttiran proteinlerdir. Hiperimmiinglobinemi, sarkodiozis gibi fibrinojenin
diizeyinin arttig1 ve IgM’in plazmada arttig1 hastaliklarda plazma viskozitesi suyun
viskozitesinin 30 katina kadar g¢ikabilir. Albumin yogunlugundaki artslar,
fibrinojenin artiglarina kiyasla plazma viskozitesini daha az etkilemektedir (102).

'2.3.3. Kamin Akigkanhginda Eritrositlerin Yeri

Kan akisinda viskozite hiicrelerin yogunlugunun yaninda kan hiicrelerinin
davraniglarina baghdir. Viskoziteyi en ¢ok eritrositlerin davraniglan belirler. Normal
bir eritrosit hiicresi deformabilite yetenegine ve birbirlerinin yiizeylerine molekiiller
aracilifi ile baglanarak agregasyon yapma yetenegine sahiptir. Eritrositlerin
benzersiz sekil degistirme yetenekleri ve tersinir kiimelenme egilimleri, degisik
kosullarda kanin akiskanhginin belirlenmesinde 6nemli rolleri vardir (104-105).

2.3.3.1. Eritrosit Agregasyonu

Eritrositlerin, yiiksek molekiil agirlikli makro molekiiller aracihig: ile genis
yiizeylerinden birbirlerine baglanmalari ve iist {iste dizilmelerine “agregasyon” denir.
Eritrosit agregasyonunun derecesi, eritrositleri, bir arada tutan kuvvetler ile bu
kiimeleri dagitmaya calisan kuvvetler arasindaki denge ile yakindan iligkilidir
(106). Tamamen fizyolojik bir durum olan agregasyon; eritrosit ylizeyinde yer alan
salisilik aside ait karboksil grubunun olusturdugu negatif yiikler ve plazma
proteinleri yiizeyinde yer alan pozitif yiikler arasindaki ¢ekim kuvveti sayesinde
saglanir. Bu ¢ekim kuvveti oldukga zayiftir, dolayisiyla geri doniisiimii miimkiindiir.
Membranin yiizey yiikiine bagh olarak ortaya ¢ikan elektrostatik itme kuvvetleri ve
kiimelenme sirasinda ortaya ¢ikmasi gereken membran deformasyonunu engelleyen
bir eritrosit membrani rijiditesi agregasyona kars: koyan kuvvetler arasindadir.

Agregasyon agliitinasyon ile karistirlmamalidir. Agliitinasyonun aksine
eritrositlerin olusturdugu agregatlar akim hizi arttikga aynlabilirler. Akim hizi
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yavaslayip mekanik kuvvetler belirli bir degerin altina diigtiigiinde yeniden agregat
olusturabilirler.

Eritrosit agregasyonu gerek plazmanin, gerekse eritrositlerin  gesitli
ozelliklerindeki degisimlerden etkilenir. Plazma fibrinojen yogunlugunu, osmolarite
ve pH degisiklikleri gibi faktorler eritrosit agregasyonu iizerinde ¢ok 6nemli rol
oynar (107-108). Hematokrit degerindeki artis, eritrosit membraninin fiziko-kimyasal
ozelliklerindeki (membran yiizeyinin 6zellikleri ve yiizey yiikii) degisimler, hiicre
sekli ve eritrositin deformabilitesi de eritrosit agregasyonunu etkileyen faktorler
“arasinda sayilabilir (109). Eritrosit agregasyon mekanizmasinda rulo olusumu igin
fibrinojen, @y makroglobulin, IgM gibi yiiksek molekiil agirhikli proteinler gorev
almaktadir.

Agregatlar, akim hizinin kapillere ve arteriyollere nazaran daha az oldugu
veniillerde meydana gelir. Hematokrit ile dogru orantili olarak veniillerde agregat
olusumu degigir. Agregasyonun olusmamasi durumunda kan akim hizi bundan
etkilenerek diiser. Diisiik akim hizina hematokrit yiiksekligi eslik ederse sirasiyla
agregat olusur vendz akim hiz1 yavaslar ve vendz staz meydana gelir.

2.3.3.2. Eritrosit Deformabilitesi

Eritrositlerin dolagimda maruz kaldiklart sivi kayma kuvvetlerine hizla cevap
verebilmelerini saglayan en 6nemli &zellik membranlarindaki yiiksek elastisite
ozellikleridir. Her ne kadar teorik ve deneysel kanitlar genel olarak spektirin bazh
hiicre iskelet aginin 6zellikle de spektrinin membran elastisitesini belirlemede kritik
-bir rolii oldugunu gosterse de bu etkinin ana yapisal kaynag heniiz tam tarif
edilmemistir.

Eritrositler deformasyon yetenegi. ii¢ temel esasa baghdir: Hiicre membraninin
molekiiler ve metabolik durumu, hiicrenin yiizey alanmin hiicre hacmine oram ve
eritrosit i¢i viskozitesidir (100, 110-112). Hiicre membraninin bikonkav-diskoid
vapidaki 6zel geklini korunmasinda etkili dort faktér oldugu diistintilmektedir (112).
Bunlar membran i¢indeki elastik kuvvetler, ylizey gerilimi, membran yiizeyindeki
elektriksel kuvvetler, osmotik ve hidrostatik basinglardir. Ayrica eritrosit membrani
i¢ yiizeyinde yer alan ve membran iskeletini olugturan proteinlerin bu diizenlemede
rolii oldugu diisiiniilmektedir (104). Membran iskelet proteinlerinin yapisinda olugan
veya birbirleriyle etkilesimlerinde ortaya ¢ikan degisimler eritrosit deformabilitesini
etkilemektedir (104, 114). Iskelet proteinleri ile hemoglobin arasinda veya membran
proteinleri arasinda olusan g¢apraz baglar eritrositlerin sekil degistirme yetenegini
bozdugu bildirilmistir (115-116).

Eritrositler akciger ve diger dokular arasinda O, ve CO; tasgimacihgini
yaparken kendi ¢apindan daha kiigiik damarlardan gegebilme yetenegine sahiptir. Bu
yetenekleri sayesinde kendilerine 6zgii sekillerini  kapillerlerden  gegerken
koruyabilirler. Yiiksek stres kogullar1 altinda deformasyon dereceleri standart sekline
doniisebilmesi agisindan ¢ok 6nemlidir. Eritrositler mermi, damla, elips gibi ¢ok
cesitli sekiller alarak mikro dolagimda yer alirlar.

26



Eritrositler viskéz niteliktedir ve viskoelastik bir yapiya sahiptir. Zar iskeletinin
ozel ag yapist eritrositin herhangi bir boyutunu ve yiizey. alanim degistirmeksizin
seklini  degistirebilmesini saglar. Yapilan ¢aligmalarda spektrinin  membran
elastisitesini belirlemede kritik bir rolii oldugunu gosterse de bu etkinin ana yapisal
kaynag: heniiz tam tarif edilmemistir. Uzun flamentdz spektrin dimerlerinin nemli
bir yapisal 6zelligi ard1 ardina 36 spektrin tekrarinin olmasidir. Bunlardan 20 tanesi
a-spektrinde kalan 16 tanesi B-spektrinde olmaktadir ve kismen bagimsiz katlantilar
gibi davranmaktadirlar. Cok az miktarda spektrinin agilmasi bile membran
elastisitesini etkileyebilir (117). Deformabilitesi azalmig bir eritrositin kapillerlerden
gegmesi i¢in harcadigi enerji deformabilite 6zelligini yitirmemis bir eritrositin
“kapillerlerden gegmesi igin, harcadign enerjiden daha fazladir. Dolayisi ile
deformabilitesi azalan eritrositlerden meydana gelen kanin viskozitesi daha yiiksek
olacaktir.

Hiicre i¢i viskozite ortalama eritrosit i¢inde bulunan hemoglobin
yogunlugundan ve fiziksel durumu tarafindan belirlenir. Orak hiicre anemisinde
hiicre igi viskozite artisi eritrositlere giren Ca’a ve su kaybma bagh oldugu
diistintilmektedir (100). Yaglanma siiresince normal eritrositler az miktarda
hemoglobin kaybi ile birlikte hiicre yiizey alammi ve hacmini de kaybederler ve
sonug olarak eritrositlerin 120 giinliik yasamlar1 boyunca hiicre dansiteleri giderek
artmaktadir. Son ¢alismalar belgelemistir ki normal eritrositler aynen orak kirmizi
hiicrelerde oldugu gibi asir1 dehidratasyon sonrasinda hiicre yogunluk artigimi ve
katyon homeostazini siirdiirme yeteneklerini kaybederler (118).

Hiicre sekli ya da yiizey/hacim orani: Geometrik yapilar sayesinde,
-eritrositlerin yiizey alanlari hacimlerine kiyasla fazladir. Eritrositlerin yiizey
alamiidan %30-40 oranda daha biiyiik bir hacmi barindirma kapasiteleri vardir,
siserek tam bir kiire haline gelirlerse bu kapasitelerinin de simrina gelebilirler. Bu
ozellik yiizey alanlarini genisletmeksizin sekil degistirebilmelerine imkan verir.
Sonugta eritrosit zari yiizey alani genislemelerine kismi . olarak direnglidir. Zar
iskeletindeki bir anormallige bagh olarak. eritrositlerin seklinin bozulmasina neden
olan eliptositoz, sferositoz gibi konjenital anormallikler eritrosit deformabilitesini
azaltr, Yiizey alani/hacim orani hipotonik ortamda eritrositlere su girisi ile
eritrositlerin hacmi artar ve yiizey alam sabit kalacagindan yiizey/hacim orani
azalarak pargalanirlar.

Eritrosit deformabilitesinin g¢esitli 6lgtim sekilleri vardir:

e Mikroskop altinda incelenmesi,

e LORCA (Laser Optical Rotational Cell Analyser) ile eritrosit
deformabilitesinin degerlendirilmesi; Eritrositlerden gegen lazer iginlan
sayesinde deforme hiicrelerden yansiyan sekil degisiklikleri incelenir.

e Eritrositler ektasitometre cihazinda olusturulan kayma kuvvetlerine paralel
olarak dairesel formdan giderek uzayan elipsoid forma déniisiirler, eritrosit
deformabilitesinin bir gdstergesi olan bu sekil degisikligi Elongasyon Indeksi
hesaplanir. Elongasyon indeksinin deformabilitesi ve mekanik oOzellikleri
hakkinda bilgi verir.
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e Bir tek eritrositi belli ¢apta bir mikropipete ¢ekmek igin gerekli olan basing
olgiilebilir,

e Ozmotik hemoliz yontemi kullanilabilir.

e Filtrasyon yontemi kullanilarak &lgiilebilir. Bu yéntemde eritrositlerin belli
¢apta deliklere sahip filtrelerden sabit basing altinda gegis siiresi veya sabit
stirede gecisleri sirasinda meydana gelen basing degisimleri dlgiiliir. Daha uzun
gegis siiresi deformabilitenin bozulduguna isaret eder.

Sekil 2.11. Lorca cihazi

Coulter tipi kan saymm cihazlarinin ortalama eritrosit hacmini belirlemek
amaciyla eritrositleri belli ¢aptaki porlardan gegirdikleri, dolayisiyla da
deformabilitesi bozuk eritrositlerin ortalama eritrosit hacmini oldugundan daha
yliksek gosterebilecegi akilda bulundurulmalidir (105, 119-120).

Eritrosit membraninin rolii

Membran eritrositlere disk seklini veren, kapillerlerden gecerken sekil
degigtirmelerini ve gegtikten sonra eski sekillerine dénebilmelerini saglayan yapidir
ve “zar iskeleti” adi verilir. Hiicre zarmin hemen altinda yer alan zar iskeleti;
spektrin, Band 3, ankirin, F-aktin, protein 4.1 gibi proteinler gaz ge¢isini saglarlar.
Spektrin sitoplazma yilizeyine yapigarak eritrositin sekillenmesinde ve seklinin
korunmasinda en 6nemli goreve sahiptir. Membran proteinleri dizilimleri sayesinde
meydana gelebilecek sekil degisikliklerine uyum saglarlar. Bu 6zellikleri ile eritrosit
deformasyonuna katkida bulunurlar. Membran iskelet proteinleri hem birbirleriyle
hem de lipid tabakas: ile gesitli baglar yaparak bir ag olustururlar. Diger hiicrelerde
hiicreyi boydan boya kat eden proteinler ve kanallar hiicre iskeleti mevcuttur. Bu
yapiya benzer sekilde eritrositlerde hiicre i¢ine uzanmayan, lipid zara paralel
diizenlenmis ve zara protein-protein, protein-lipid baglan ile tutunan bir zar iskeleti
mevceuttur,

Eritrosit membraninda esneklik ve saglamlik kazandiran yapilar membran
proteinlerine zar boyunca eslik eden lipidlerdir. Membranda yer alan bazi proteinler
hasar goren lipidlerin tamirinde gérevlidir. Membranin i¢inde bulunan PS ve PE gibi
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Eritrosit membraninda esneklik ve saglamhk kazandiran yapilar membran
proteinlerine zar boyunca eslik eden lipidlerdir. Membranda yer alan bazi proteinler
hasar goren lipidlerin tamirinde gérevlidir. Membranin iginde bulunan PS ve PE gibi
amino-fosfolipidler ve fosfotidilkolin (PC) sfingomiyelin (SM) gibi kolin igeren
fosfolipitlerin yerlesiminde ve isleyisinde meydana gelen herhangi bir degisiklik
eritrosit yapimi asamasinda apoptozise veya eritrositin erken yikilmasina yol a¢tig
bildirilmistir. Eritrositlerin membranin protein ve lipid hasart sonucu lipidler
sentezlenemedigi i¢in membranda bulunan lipoproteinlerden ve fosfotidilkolinler ile
kolesteroliin meydana getirdigi karmasik yapi membran lipidleri elde edilir.
Meydana gelen bu birlegim eritrosit membranina saf fosfolipidlerden daha viskéz bir
* yap1 saglar (98.99). Lipidler diizensiz fakat ¢ok hizli hareket edebilme yetenegine
sahiptirler. Membranin agregasyon hareketleri i¢in sinyaller saglar. Diisiik kolesterol
icerifi membranda ¢oziilme egilimi, membran fonksiyonu ve sitozolde kalsiyum
artis1 gibi degisikliklere neden olur (121). Yapilan farkli ¢calismalarin raporlarinda Hb
S ve talasemi hastalarinda fosfolipid tamir mekanizmasinin etkisiz oldugu
bildirilmistir. Fosfolipidlerde ve proteinlerde meydana gelen oksidatif degisiklikler
iyon ve su gegisini 6nemli derecede etkiler.

Alfa talasemik kirmizi kiirelerin B talasemikler kadar sik1 bir membrana sahiptir.
Fakat [ talasemik hiicrelerin aksine suda sahip olduklar ¢oziiniirliikleri daha
fazladir. Bunun nedeni eritrosit membraninda yer alan KCl es tasima sisteminde 3
zincirinin fazlahgindan kaynakh oldugu bildirilmistir. Invitro ¢alismalarda Hb H
hastalarinda yapilan g¢aligmalara benzer sekilde oksijenlenmis B globin zincirinin
membran iskeletine yapismasi normal eritrositlerde membran protein iglevlerinde
herhangi bir degisiklige yol agmazken eritrosit deformabilitesinde degisiklikler
-meydana getirir (122-124).

Eritrosit sitoplazmasinin rolii

Eritrosit sitoplazmasi1 igerdigi hemoglobin, su, elektrolit konsantrasyonu,
glikolizisden saglanan ATP, hiicre i¢i oksidan radikalleri ile eritrositin reolojisini
belirler. Olgun ve saglikli eritrositlerde hemoglobin sentezi ve yikimi olmadigindan
sitoplazmik yogunlugunun degisimi hiicrenin su kapsamindaki degisimine baglidir
(125). Bu durumda membranda yer alan ATP bagimli katyon ve su pompalari
sayesinde diizenlenir. Bu sayede hiicre i¢i hacmi belirlenir. Sitoplazmada mitokondri
bulunmadigindan oksidatif fosforilasyon ve krebs dongiisii aktivitesi ger¢eklesmez.
Bu yiizden eritrositlerde enerji tiretimi ¢ok sinirlidir ve ATP gereksinimini glikolitik
yoldan saglamaktadir.

Sitoplazma ayrica eritrosit membran dis ¢eperine uygulanan kuvvetlerin
olusturdugu etkilere karsilik eritrositin seklini korur. Normal bireylerde sitoplazmada
bulunan hemoglobin yogunlugu 27-37 g/dl arasindadir. Bu yogunluk deger
aralifinda sitoplazmik viskozite 5-15 centipoise (cp) arasindadir. Hemoglobin eriyigi
normal simrlarda, sitoplazmik viskoziteyi ve eritrosit deformabilitesini Gnemli
derecede etkilemez. Eritrosit i¢indeki hemoglobin eriyigi 4 — 6 cp viskozitededir ve
Newtonian sivi gibi davranir (126). Dehidratasyona bagh olarak eritrositlerde MCHC
38 gr/dl'yi asarsa i¢ viskozite 25 cp’ye kadar yiikselebilir. Orak hiicreli anemi gibi
hemoglobinopatilerde de hemoglobinin polimerize olmasi veya sitoplazmada
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¢Okmesi i¢ viskozitenin artmasina bu artisa bagh olarak eritrosit deformabilitesi
azalir (94, 110).

2.3.4. Eritrosit Deformabilitesini Etkileyen Fizyolojik ve Fizyopatolojik
Mekanizmalar
Eritrositlerin deformabilite 6zellikleri deneysel olarak, g¢esitli fizyolojik ve
patolojik durumlarda degisebilir.

Eritrosit membran1 ve sitoplazmanin yapisim etkileyen yapisal degisiklikler
eritrositin deformabilitesini etkilemektedir. Eritrosit deformabilitesi degisik hastalik
gruplarindan etkilenmektedir. Bunlar arasinda hipertansiyon, iskemik doku hasarlari,
Tip 1 diyabet, sepsis ve Orak hiicre hastaligi, talasemi, G6PD enzim eksikligi, band
4,2 eksikligi gibi hematolojik hastaliklar hemoreolojik degisikliklere neden
olmaktadir (115). Eritrositlerin bikonkav disk sekillerini korumas igin eritrositlerin
yeterli miktarda enerjiye sahip olmalar1 gerekmektedir. Eritrositlerin hiicre iginden
digartya Na pompalamalari, disaridan igeriye K almalart membranda bulunan Na-K-
ATPaz aktif transport sistemi ile gergeklesir. Eritrositlerde ATP siirekli azaltilip
yenilenmedigi zaman hiicre iginde Na artig1 gelisir ve bunun sonucunda eritrositler
siser, bikonkav disk yapisini kaybeder, kiire seklini alir ve deformabiliteleri azalir
(115,127). Eritrosite saglanan enerjinin az olmasida ikincil bir mekanizma ile de
deformabiliteyi azaltir. Hiicre membraninda bulunan diger bir enzim, Ca ATPaz ile
Ca” hiicre disina tasinarak hiicre i¢i Ca’+ degeri dengede tutulmaya ¢alisilir, ATP
yoklugunda hiicre 11 i¢i Ca’+ artig1 hiicre i¢i siviy1 jele ddniistiirerek sitoplazmik
“viskoziteyl artirir ve bu da eritrosit deformabilitesini azaltir (94,115). Eritrositlerin
oksidan hasara karsi kullandign antioksidanlarin (NADPH, G6PD ve NADH)
eksikligi oksidan stresin artmasina ve eritrosit deformabilitesinin azalmasi sonucunda
hemolize neden olur. Eritrosit mikro ¢evresinde pH, osmolarite, 1s1 degisiklikleri gibi
etkenlerde eritrositlerin mekanik 6zelliklerini etkileyebilir (115, 110).

Eritrosit deformabilitesi kamin aktifi damarin yapisindan da etkilenebilir.
Damarin hemodinamik yapisi, akis esnasinda eritrositin yonelimi ve deformasyon
fonksiyonunda degisiklik gosterir. Biliylikk damarlardan kiiclik damarlara gegen
eritrositlerin boyutu ve sekli degisir. Bu degisimin kiiglik damarlara uyum saglamas,
kan akisin1 ve viskozitesini etkilemektedir.
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GEREC ve YONTEMLER

3.1. Kan Orneklerinin Hazirlanmasi
Bu ¢alismaya 2 Hb H, 3 Hb S, 5 Hb D tasiyicisi, 1 Hb D hastasi ve 4 talasemi
intermedia olgusu dahil edildi. Olgularin en az 4 aydir transfiizyon tedavisi almamig
" olmalarina dikkat edildi. Olgularin degerleri, 17 kontrol grubunun degerleri ile
kargilagtirildi. Kontrol grubuna hemoreolojik parametrelerini degistirmecek ilag
kullanmayan saglikl kisiler dahil edilmistir.

Calisma i¢in 6rnekler toplanmadan dnce goniilliilerden ve/veya ebeveynlerinden
bilgilendirilmis olur formu alindi. Hasta ve kontrol grubu bireylerin antekiibital
vendz damarlarindan toplam 4ml kan alindi. Alinan kanlar, ikiser EDTA’h adet tiipe
aktarildi. Biitiin deneklerin eritrositlerini mekanik hasardan korumak i¢in tek bir igne
darbesi ile karsilasmasina 6zen gosterildi. EDTA’L tiiplerden biri hemogram
degerlendirilmesi i¢in kullanildi. Hemogram degerlendirilmesi Akdeniz Universitesi
Hastanesi Merkezi Arastirma Laboratuvarinda yapildi. Eritrosit deformabiliteleri
Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Ana Bilim Dali Hemoreoloji
Laboratuvari’nda bulunan LORCA cihazi kullanilarak degerlendirildi.

3.2. Eritrositlerin Morfolojik Olarak Degerlendirilmesi

Alfa talasemili bireylere tamilarimi dogrulamak amaci ile Hb H boyamasi
yapildi. Hb H boyamasi i¢gin EDTA’h tiiplerden ependorf tiiplere 20 ul tam kan
alindi. Alinan kan iizerine, izotonik PBS (Fosfat Tampon Soliisyonu) ile hazirlanmig
10 pl metilen mavisi eklendi. Mikropipetle boya ve kan siispansiyon haline getirildi
ve 37 °C’de 2 saatlik inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda pipet kullanilarak
lam tizerine kiiglik bir damla alindi. Lam {izerine lamel kapatilarak mikroskop altinda
genel alan taramasi yapmak igin &nce 10’luk sonrasinda 20’ lik ve son olarak
immersiyon yag: kullanilarak 100’ liik objektifte eritrosit i¢i Heinz Body cisimcikleri
incelendi. Golf topuna benzer mavi eritrositler gézlendi. Hb H tanisi1 dogruland:.

3.3. Tam Kan Sayiminin Yapilmasi

Tam kan sayiminda hemoglobin(Hb), eritrosit sayist (RBC), Iokosit
say1si(WBC), trombosit sayis1 (PLT), ortalama eritrosit hacmi (MCV), ortalama
eritrosit hemoglobin konsantrasyonu (MCHC), hematokrit (HCT) degerleri bakildi.

3.4. Eritrosit Deformabilitesinin Degerlendirilmesi

Eritrosit deformabilitesi, bir bilgisayar ve yazicis1 olan ektasitometre
kullanilarak ¢esitli sivi kayma kuvvetlerinde lazer difraksiyon analizi ile
degerlendirildi. Eritrositlerin deformabilite dlgtimleri sirasinda kanin maruz kaldig
kayma stresini hesaplayabilmek igin kan yiiksek viskozitedeki izotonik fosfat
tamponu kullamlarak homojenik bir sekilde karistirildi. Yogunlugu %S5, viskozitesi
100 cP olacak sekilde hazirlanmig polyvinyl-pyrrolidone (PVP-360) (Sigma, St.
Louis, MO, USA) ¢ozeltisi i¢inde tam kan 1/200 diliisyonda stispansiyon haline
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getirildi. Bu yogun siispansiyon pipet yardimu ile aralarinda 0,3 mm bosluk kalacak
sekilde birbirine uyan iki cam silindirden olusan viskometre sistemine yerlestirildi.
iki cam silindirin arasma doldurulan siispansiyon, distaki cam silindirin sistemini
kontrol eden bir bilgisayar tarafindan, uygun kayma kuvvetlerini olusturmak {izere
hesaplanan bir hizda dondiriildii. Belirlenen araliktaki kayma kuvvetlerini
olusturacak dénme hizlari bilgisayar tarafindan PVP viskozitesi dikkate alinarak
hesaplandi. Bu sirada sabit silindirin i¢inde yer alan bir lazer kaynagindan ¢ikan 1simn
eritrosit slispansiyonuna ulasmakta ve bir prizma yardimiyla ekran ({izerine
. difraksiyon paterni yansitilmaktadir. Bu yansima siispansiyondaki eritrositlerin
seklini ve donme hareketinin yarattigi oriyentasyonlar1 i¢germektedir. Artan kayma
kuvvetlerine paralel olarak, eritrositler bikonkav disk formundan elipsoid forma
donlismektedir. Bu doniisim  eritrositlerin ~ sekil  degistirme  yetenekleri
(deformabiliteleri) ile dogru orantilidir. Eritrositlerin stres kosullarina elipsoid formu
tepkisinden yola ¢ikarak, elipsoid difraksiyon paterninin A ve B uzunluklari
bilgisayar tarafindan saptandi ve EI=A-B/A+B seklinde hesaplandi. Olgiimler 37 e
de yapild.

Eritrositlerin yiiksek stres kosullar1 altinda meydana getirdigi davranislarim ve
eritrosit mekanigini degerlendirebilmek amaci ile ii¢ farkli asama uygulandi. Birinci
asamada 117 saniyede eritrositlere 0.3-50 Pa arasinda 9 farkli kayma kuvveti
uygulandi. Ikinci agamada stres modelinde 102 saniyelik siirede eritrositlere
maksimum stres kogullarim saglayan 80,65-79,65 Pa arasinda 24 kuvvet uygulandu.
Stres modeli sonrasinda eritrositlere 117 saniyede 0.3-50 Pa degerleri arasinda 9
farkli kayma kuvveti uygulandi. Yiiksek stres modeli sonrasinda uygulanan kayma
‘kuvvetleri ile strese maruz kaldiktan sonra gosterdikleri mekanik 6zellikleri
degerlendirildi.

3.5. Istatistiksel Degerlendirme

Hasta gruplarindaki denek sayist 10’un altinda oldugu ig¢in 3 grup arasinda
yapilan karsilagtirmalarda, non-parametrik test olarak Kruskal Wallis kullanildi. Bu
testte anlamli fark saptandigi zaman 2’li gruplar olarak, anlamli farkin hangi
degiskenden kaynaklandigim belirleyebilmek i¢in Mann-Whitney U testi uygulandi.
Bazi gruplardaki denek sayisinin az olmas: ve bunlarda uygulanan non-parametrik
testlerde o degerinin 0.05’in Gizerine ¢ikma egilimi gostermesi nedeniyle, Bonferroni
diizeltmesi uygulandi. Ayrica stres oncesi ve sonrasi bulunan elongasyon indeksi ile
maksimum elongasyon indeksi degerlendirilmesi igin, SS1/2 Lineweaver analiz
programi kullanildi. Bu programdan elde edilen maksimum deformabilite sonuglar
Wilcoxon isaret testi ile analiz edildi. Istatistiksel degerlendirmelerde SPSS 15.0
programi kullanildi.
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BULGULAR

4.1. Hemogram Parametrelerinin Degerlendirilmesi

Her ti¢ grubun hemogram parametreleri degerlendirildi. HIS grubu hemogram
degerlendirme sonuglar Cizelge 4.1'de verilmigtir. Hb D grubunun hemogram
parametreleri Cizelge 4.2°de verilmistir. Kontrol grubunun hemogram parametreleri
4.1.3 de gosterilmigtir.

" Cizelge 4.1. HIS grubu yas ve hemogram degerlendirmesi

HIS grubu Sayi Minimum Maksimum Ortanca Ortalama b:é::ﬂf;t
Yas 9 10 38 19 22,7 9.1
Hemoglobin (g/dl) 9 7.8 12.2 95 94,7 1,68
Lokosit ( /mm’) 9 1798 13.300 5560 6821 3510,5
Eritrosit ( /mm’) 9 | 1.730x10° | 6280x10° | 4290x10° | 4,038x10° 1500,5
Trombosit ( /mm’) 9 120.000 703.000 271.000 377.110 231.103
MCV (fl) 9 587 1359 86.3 88,01 2,651
MCH (pg/hiicre) 9 14,8 464 254 2691 11,43
MCHC (g/dl) 9 22,80 34,60 296 29,63 4,199
Hemdvokrit (%) 9 23,50 40.50 31 325 5.644
Cizelge 4.2. Hb D hastalarinin yas ve hemogram degerleri
Hb D Sayl Minimum Maksimum Ortanca Ortalama Std spm
e 5 3 52 27 24 18,51
Hemogiobia (Bl) | ¢ 1.0 152 145 13.48 2019
Lakosit ¢ fme') 5 1257 8190 6170 8160 2757
Beiposit{ fmrk) s | 4480x10° | 7.760x10° | s270x10° | 5.496x10° 1321
Trombosit (/mm’) | 155.000 420.000 236,000 271.000 102.825
MCY ) 5 63,30 84,90 78.0 75,90 8.82
MCH (pg/hiicre) 3 19,6 284 259 25,02 .51
MCHC (g/dl) 5 31,10 33.40 33.40 32,90 1,009
Hematokrit (%) 5 32,80 49,10 FEY] a1,10 6.96
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Cizelge 4.3. Kontrol grubu hemogram degerleri

Kontrol grubu Sayi Minimum Maksimum Ortanca Ortalama Standart
sapma
Yas 17 12 57 29 28.88 9.92
Hemoglobin (g/d]) 17 11.65 153 13.5 13.61 1.089
Lokosit (/mm’) 17 4410 7790 5580 58011 995 6
Eritrosit (/mn’) 17 | 3690x10° | 5120x10° | 4.530x10° | 4,577x10° | 4016
Tromhosit ( /mnr’) 17 | 152000 | 280000 201.000 208,70 38.06
MCV () 17 85,10 98,50 92,6 91.64 3,982
MCH (pg/hticre) 17 272 32 30 29.82 1.41
MCHC (g/dl) 17 30,60 34,50 329 32,55 1,09
Hematokrit (%) 17 35.00 50,00 42 41,86 3,65

Kontrol gruplarinda yapilan degerlendirmede grubun ortanca yasi 29 bulundu.
Kontrol grubu hemogram degerleri Cizelge 4.3. de verilmistir. Hemogram
.degerlendirmelerinde Hb, eritrosit, lékosit, trombosit, MCV, MCH, MCHC ve
hematokrit sayimlari normal parametre araliginda saptandi. Ug grubun hemogram
parametreleri karsilastirildi. Karsilastirma sonucu Cizelge 4.4 de sunuldu.
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Cizelge 4.4. Hemogram parametrelerinin karsilastirilmasi
HIS, Hb D ve Kontrol gruplarina ait hematolojik parametreler. Sonuglar ortalama + standart hata olarak
verilmistir. Hemoglobin (Hb), eritrosit (RBC), lokosit (WBC), trombosit (PLT), ortalama eritrosit hacmi
(MCV), ortalama eritrosit hemoglobin konsantrasyonu, eritrosit ortalama (MCH).(n=32) .,

* p< 0.01, Hb D ve kontrol gruplanndan farki.

**p< 0,01, kontrol grubundan farki.
HIS grubu Hb D Kontrol
Yas 193 27418,51 2949.92
Hb (g/dl) 9.5 £1,68* 14,542,019 13.541.089
WBC (/mm) | 5560+3510.5 617042757 55804995,6

RBC (/mm) | 429x10°%401 6" $27x10%41321 4,53x10°+401,6
PLT (/mm) | 271.000£231.103 | 30 o100 005 | 201.000638.06
MCV (fl) 86,3+2,651 78.0+8 82+ 92,643,982
MCHC (/dI) 29,644,199 33.40+1,009 32,941,09
HCT (%) 31,125,644 43.446,96 42+3,65

4.2. Elongasyon indekslerinin degerlendirilmesi

Stres oncesinde 117 saniyelik elongasyon indeksi 6l¢limiinde, ti¢ grup arasinda
istatistiksel olarak anlamli farkhiliklar tespit edildi(p<0,05). . Ug¢ grupta yapilan
degerlendirmeden sonra hangi iki grubun arasinda farklilik oldugu anlamak igin ikili
kargilagtirmalar yapildi. Degerlendirme sonuglan Cizelge 4.5’de ve ¢izelge 4.6’da
verilmistir.
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Cizelge 4.5. Stres 6ncesi elongasyon indeksleri

(Gruplar arasi

Kayma degerlendirme)

Kuvveti (Pa) | Kontrol Hb D P Kontrol HIS P Hb D HIS 4 P

« 1-(0,30) 0,130 0,114 0,400 0,130 0.088 0,012 0,114 0,183 0,111 0,033
2-(0.57) 0,188 0,181 0,889 0,188 0,101 0,002 0,181 0,160 0,010 0,003
3-(1,08) 0,280 0,278 0,700 0,280 0,168 0,001 0,278 0,167 0,010 0,003
4-(2,04) 0,382 0,369 0,484 0,382 0,271 0,001 0,369 0,192 0,018 0,003
5-(3.87) 0,467 0,438 0,294 0.467 0,355 0.001 0,438 0217 0,059 0,003
6-(7.34) 0,529 0.490 0,248 0.529 0.413 0,000 0,490 0,235 0,045 0,001
7-(13,92) 0,577 0,538 0,195 0,577 0,457 0,000 0,538 0,252 0,045 0,001
8-(26,98) 0,621 0,581 0,141 0.621 0,494 0,000 0,581 0,287 0,059 0,001
9-(50,00) 0,663 0,627 0,262 0,663 0,535 0,001 0,627 0,340 0,045 0,003

Stres oncesi yapilan degerlendirmede kontrol ve Hb D gruplar arasinda 0,3-50
‘Pa degerindeki kayma kuvvetlerinde olgiilen elongasyon indeksleri agisindan
istatistiksel olarak onemli farklilik bulunmamistir (p>0,05). Karsilastirma sonucu
ulagilan p degerleri Cizelge 4.1 de sunulmustur. Kontrol ve HIS gruplar1 arasinda
yapilan 0,3-50 Pa degerleri arasinda uygulanan kayma kuvvetlerinde, HIS grubu
elongasyon indeksi degerleri kontrol grubuna gore daha diigiik bulunmugstur. Bu
bulgular istatistiksel olarak anlamli farklihk tagimaktadir (p<0,05). HIS ve Hb D
gruplar1 arasinda yapilan degerlendirme sonucunda 0,57-2,04 Pa, 7,34-13,92 Pa ve
50 Pa kayma kuvvetlerinde bulunan elongasyon indeksleri HIS grubunda Hb D
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olan daha diigiik degerlerde saptanmigtir

(p<0,05). Bu degerlendirme sonucuna ait p degerleri Cizelge 4.1 de sunulmustur.
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Cizelge 4.6. Stres 6ncesi "de HIS, kontrol ve Hb D gruplarinin elongasyon indeksi egrileri
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Cizelge 4.7. Elongasyon indekslerinin stres modeli’deki egrileri ( Stres modelinde HIS
olgulannin ¢izdigi diisiik egri diizeyi p<0,05 degeri ile uyum gostermektedir. Hb D
elongasyon indeksinin kontrol grubu elongasyon indeksi ile ayni diizeylerde goriilen
egrisinde meydana gelen ani diisme p>0.05 degeri ile anlamsiz oldugu bulundu.

Uygulanan stres modelinde elongasyon indeksleri dlgiildii. Her {i¢ grubun
karsilastirildig:i analizde 17-102 saniyelik siirede 79,65-80,65 kayma kuvvetlerinde
ti¢ grup arasinda farklhiliklar bulundu (p<0,05). Bu sonuglar ve sonuglara ait p
degerleri Cizelge 4.8. de ve ¢izelge 4.7 de verilmigtir.
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Cizelge 4.8 Stres modeli elongasyon indeksleri

(Gruplar arasi
Stres modeli degerlendirme )
(Pa) Kontrol] Hb D P Kontrol HIS p Hb D HIS p P
1-(79,65) | 0,709 | 0,706 [0.944] 0,709 0,536 (0,006| 0,706 | 0,536 | 0.034 0,016
2-(79,69) | 0,701 | 0,696 [0,834| 0,701 0,531 10,001 0,696 0,531 0,025 0,004
<3-(79,74) | 0,692 | 0,685 |0,674| 0,692 0,513 |0,001| 0,685 0,513 | 0.034 0.003
4-(79,78) | 0,682 | 0,677 [0,624| 0,682 0,482 10,001| 0677 0,482 | 0018 0,002
5-(79.82) | 0.674 | 0.664 |0,528| 0,674 0,455 10,001| 0,664 0,455 | 0,025 0, 002
6-(79.87) | 0.668 | 0,655 (0484 0,668 0,448 [0.000] 0,655 0,448 | 0,010 0,001
7-(79.91) | 0,661 | 0,648 (0441 0661 0,432 10,000] 0,648 0,432 | 0,010 0,000
8-(79.95) | 0,655 | 0,642 [0484| 0,655 0,404 10,000| 0,642 0,404 | 0,005 0,000
9-(80,00) | 0,648 | 0,637 |[0,528| 0,648 0,376 10,000| 0,637 0,376 | 0,005 0,000
10-(80,04) | 0,637 | 0,633 ]0,649] 0,637 0,366 |[0,000] 0,633 0,366 | 0,005 0,000
11-(80,08) | 0,629 | 0,627 |0,575| 0,629 0372 10,000) 0,627 0,372 | 0,003 0,001
12-(80,13) | 0,628 | 0.622 |0,753| 0.628 0,366 (0,000 0,622 0366 | 0,003 0,000
13-(80,17 | 0,626 | 0,615 |0,551| 0,626 0,359 [0.000] 0,615 0359 | 0,003 0,000
14-(80,21) | 0,625 | 0,607 |0,208] 0,625 0360 [0.000] 0,607 0360 | 0,003 0,000
15-(80,26) | 0,623 | 0,600 |0,132] 0,623 0,356 [0,000] 0,600 0,356 | 0,003 0,000
16-(80,30) | 0,619 | 0,597 ]0,107| 0,619 0,354 10,000) 0,597 0,354 | 0,001 0,000
17-(80,34) | 0,614 | 0,598 |0,207| 0614 0,342 (0,000 0,598 0,342 | 0,001 0, 000
18-(80,39) | 0,607 | 0,597 |0.484| 0,607 0336 |0,000) 0,597 0,336 | 0,001 0,000
19-(80,43) | 0,604 | 0,494 ]0,207| 0,604 0,336 [0,000] 0494 0,336 | 0,034 0,000
20-(80,48) | 0,598 | 0491 0.262| 0,598 0,339 10,0001 0,491 0,339 | 0,034 0,000
21-(80,52) | 0,592 | 0488 |0344) 0,592 0,338 0,000 0488 0338 | 0,034 0,000
22-(80,56) | 0,595 | 0,485 |0,207| 0,595 0,354 10,000) 0485 0,354 | 0,045 0,000
23-(80,61) | 0,594 | 0,481 |0,115] 0,594 0,360 10,0001 0,481 0,360 | 0,077 0,000
24-(80,65) | 0,593 | 0475 |0,107| 0,593 0,360 10,000] 0,475 0,360 | 0,077 0,000
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Ug grubun karsilastinlmas: sonrasinda hangi iki grup arasinda farklilik
oldugunu ortaya ¢ikarmak i¢in analizler yapildi. -

Kontrol ile Hb D grubunun Kkargilastirmasi sonucunda anlaml bir farklilik
bulunmadi. Sonuglara ait p degerleri Cizelge 4.8 de verilmistir (p>0,05).

HIS ile kontrol gruplari arasinda yapilan degerlendirmede uygulanan 79,65-
80.65 Pa kayma kuvvetlerinde sonucunda bulunan tiim elongasyon indeksleri HIS
grubunda kontrol grubuna gore daha diisiik degerlere sahip oldugu tespit edildi. Bu
sonuglarin istatistiksel agidan anlaml oldugu saptandi. Sonuglara ait p degerleri
" Cizelge 4.8"de verilmistir (p<0,05).

Hb D ile HIS gruplarina uygulanan stres modelinde 79.65-80,39 Pa
degerindeki kayma kuvvetleri uygulandiginda HIS grubunun Hb D grubundan daha
diisiik elongasyon indekslerine sahip oldugu saptandi. Bu sonuglar istatistiksel olarak
anlamli bulundu (p< 0,05). Sonuglara ait p degerleri Cizelge 4.8’de verilmistir. Ayni
iki gruba, 80,43-80.65 Pa kayma kuvveti uygulandiginda ise bulunan elongasyon
indeksleri arasinda istatiksel olarak anlamli farkhilik tespit edilmemistir (p>0,05).
Sonuglara ait p degerleri Cizelge 4.8°de verilmistir.

Cizelge 4.9. Stres sonrasi kontrol, Hb D ve HIS Elongasyon Indeksleri

Kayma Kuvvetleri| o ?Ml
(pascal) Kontrol Hb D P Kontrol HIS p Hb D HIS p dcgcrlc;dlrmc)
1-(0,30) 0,160 0,160 . 0,160 0,183 . 0,160 0,183 - 0,666
2&;‘0.5?} 0.148 0,164 i 0,148 0,160 i 0,164 0,160 - 0,731
3-(1,08) 0,189 0,210 i 0,189 0,167 i 0,210 0.167 - 0,138
4-(2,04) 0.266 0,283 | 0,294 0.266 0.192 0,001 0.283 0,192 0,007 0,001
5-(3.87) 0.324 0329 | 0484 0,324 0217 0,000 0,329 0217 0,007 0,001
6-(7.34) 0,366 0353 | 0,552 0,366 0,235 0,001 0,353 0,235 0,034 0.004
7-(13,92) 0416 0,395 | 0,161 0416 0,252 0,000 0,395 0,252 0,007 0.000
8-(26,98) 0,470 0435 | 0,069 0,470 0,287 0,000 0,435 0,287 0,018 0,000

9-(50.00) 0,499 0458 | 0,093 0,499 0,340 0.009 0,458 0,340 0,126 0.014

Stres sonrasinda uygulanan kayma kuvvetlerinde t¢ grup karsilagtinldi.
Sonuglara gore her {i¢ gruba 0.30-1,08 Pa kayma kuvvetleri uygulandiginda bulunan
elongasyon indeksleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farkhihk saptanmadi
(p>0,05). Stres sonrasinda 2,04-50 Pa kayma kuvvetleri uygulandiginda bulunan
elongasyon indeksleri kargilagtirlmasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar
saptand1 (p<0,05). Sonuglara ait p degerleri Cizelge 4.9’de verilmistir.
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Degerlendirme sonrasinda hangi iki grup arasinda farkhilik oldugu tespit
edildi. Sonuglarda kontrol grubu ve Hb D grubu arasinda herhangi bir farklilik
saptanmadi (p>0,05). Degerlendirmelere ait p degerleri Cizelge 4.9°de sunuldu. Stres
sonrasi elongasyon indekslerinin degerlendirmesi Cizelge 4.10’te verilmistir.

Sonuglarda HIS grubu elongasyon indekslerinin kontrol grubu elongasyon
indeksi degerlerine gore daha diisiik degerlerde oldugu saptandi. Bu farkliliklar
. degerin istatistiksel olarak analamli saptandi. Bu sonuglara ait p degerleri Cizelge
4.9°de sunuldu (p<0,05).

Sonuglarda HIS grubu elongasyon indekslerinin Hb D grubu elongasyon
indeksi degerlerine gore, 2,04-26.98 Pa kayma kuvvetlerinde daha diisiik degerlerde
oldugu saptandi. Bu sonug istatistiksel olarak anlamhi bulundu (p<0.05). Stres
sonrasinda uygulanan 50 Pa kayma kuvvetinde ise Hb D ve HIS grubu elongasyon
indeksleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklihk bulunamadi (p>0,05). Bu
sonuglara ait p degerleri Cizelge 4.9°de sunuldu
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Cizelge 4.10. Stres sonrasi kontrol, Hb D ve HIS Elongasyon indeksleri
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Cizelge 4.11 Konrol grubunun Stres 6ncesi ve sonrasinda El kargilastirmasi

Stres modeli uygulanmasindan 6nce ve sonra saptanan elongasyon indeksleri
arasindaki farklilik degerlendirildi.

Kontrol grubunda stres sonrasi elongasyon indekslerinin stres Oncesi
elongasyon indekslerine gore istatistiksel olarak anlamli sekilde azaldig tespit edildi
(p<0,05).
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Cizelge 4.12. Hb D grubunun Stres éncesi ve sonrasinda elongasyon indekslerinin
karsilastirilmasi

Hb D grubunda stres sonrasi elongasyon indekslerinin stres 6ncesi elongasyon
indekslerine gore istatistiksel olarak anlamh sekilde azaldig: tespit edildi (p<0,05).
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Cizelge 4.13. HIS grubunun Stres dncesi ve sonrasinda Elongasyon indeksleri

HIS grubunda stres sonrasi elongasyon indekslerinin stres oncesi elongasyon
indekslerine gore istatistiksel olarak anlaml sekilde azaldig tespit edildi (p<0,05).

4.3.SS1/2 Lineweaver Degerlendirme Yontemi

Bu analiz yonteminde stres oncesinde ve sonrasinda her bir olgunun SS1/2
‘Lineweaver programinda elongasyon indeksleri kullanilarak maksimum elongasyon
indeksleri hesaplandi. Her bir maksimum elonasyon indeksi degeri kullanilarak
gruplarin ortalama elongasyon indeksleri ve standart sapmalar1 bulundu. Maksimum
elongasyon indeksi (MEI) degerleri grafikler ile sunulmugtur. Bu analiz yonteminde
bulunan ortalama MEI degeri ile eritrosit deformabilitesi arasinda ters oranti
bulunmaktadir.

Kruskal Wallis istatistiksel analiz yontemi ile yapilan degerlendirmede stres

oncesinde HIS, Kontrol ve Hb D gruplarinin MEI degerleri arasinda istatistiksel
olarak anlaml farklhilik saptanmadi ( p= 0,120, p>0,05).
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Cizelge 4.14. Stres 6ncesinde kontrol, Hb D ve HIS gruplarinin
SS1/2 MEL (p= 0,120, p>0,05)

Calisma gruplarinin MEI degerleri Stres sonrasi’te karsilastirilmis sonuglar
cizelge 4.15 de sunulmustur.

Stres sonrasi yapilan degerlendirmede HIS, Kontrol ve Hb D gruplarinin MEI
degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilk saptannmadi (p= 0,520,
P>0,05).
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Cizelge 4.15. Stres sonrasinda kontrol, Hb D ve HIS gruplari MEL
(p= 0,520, P>0,05)

Stres dncesi ve sonrasinda bulunan MEI degerleri her grupta her grupta ayri
ayri karsilastirildi.
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Cizelge 4.16. Kontrol grubu SS1/2 Stres 6ncesi ve sonrasi MEI

Kontrol grubunda yapilan stres 6ncesi ve sonrast MEI degerleri karsilastirildi.
Kontrol grubunda yapilan karsilagtirma sonucu farklilik saptanmadi (z=-1.870,
p>0,05).
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Cizelge 4.17. HIS grubunda SS1/2 Stres éncesi ve sonrasi Elongasyon indeksleri

HIS grubunda stres 6ncesi ve sonrast MEI degerleri karsilagtirmas: sonucunda
farklilik saptanmadi (z = - 0,889, p>0,05).
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Cizelge 4.18. Hb D grubunda SS1/2 Stres éncesi ve sonrasi Elongasyon Indeksleri

Hb D grubunda stres dncesi ve sonrasi MEI degerleri karsilastirmasi sonucunda
farklilik saptanmadi (z=- 0,734, p>0,05).
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TARTISMA

Bu ¢aligmanin bulgularinda stres 6ncesi kayma kuvvetlerinde, stres modeli ve
stres sonrasi kayma kuvveti uygulamalarinda Hb H, talasemi intermedia ve Hb S
olgularinin eritrosit deformabilitelerinin Hb D ve kontrol gruplarinin eritrosit
- deformabilitelerine gore daha az oldugunu gostermektedir.

Damar yari¢apt degisikliklerinin ve degisen akim hizlarinin neden oldugu
kayma kuvvetleri arteryel ve vendz damarlar arasinda farkliliklar gosterir. Arterler,
venlere gore daha yiiksek kan akim hizina ve daha dar bir liimene sahiptir. Bu
damarlarda gériilen kayma gerilimi seviyeleri 10-70 Pa arasindadir. Oysa daha diisiik
akim hizina ve daha genis ¢apa sahip olan venlerde kayma gerilimi 1-6 Pa arasinda
degismektedir (128,129). Bizim ¢alismamizda da genis ¢apli venlerde goriilen 1-6 Pa
kayma kuvvetlerinin de uygulandig1 ilk asamada farkli hemoglobinopatilere sahip
eritrositlerin mekanik 6zellikleri degerlendirilmistir. Venlerde goriilen kayma
kuvvetlerine benzer ortamda Hb H, talasemi intermedia ve Hb S eritrositlerinin
deformabilitelerinin Hb D ve saglikli eritrositlerden daha diisiik oldugu tespit edildi
(p<0,05). Hb D eritrositlerinin deformabilite 6zelliklerinin kontrol gruplarindan
farkli olmadig1 saptandi (p>0,05). Ikinci asamada arterlerde meydana gelen kayma
kuvvetinden daha yiiksek diizeyde uygulanan kayma kuvvetlerinde Hb H, talasemi
Jintermedia ve Hb S eritrositlerinin deformabilitelerinin Hb D’li ve saghkh
eritrositlerin deformabilitelerinden daha diisiik oldugu tespit edildi (p<0,05). Hb D
eritrositlerinin deformabilite 6zelliklerinin kontrol gruplarindan 6nemli bir farkinin
olmadig: saptand:i (p>0.05). Buna ragmen Hb D ve kontrol gruplarinin elongasyon
indeksleri ile ¢izilen ¢izelge 4.7°de belirli bir noktadan sonra Hb D elongasyon
indekslerinin daha diisiik oldugunun gozlemlenmesi dikkat gekicidir. Stres sonrasi
yapilan degerlendirmede yine venlerde goriilen kayma kuvvetine benzer olarak
uygulanan kayma kuvvetlerinde Hb H, talasemi intermedia ve Hb S eritrositlerinin
deformabilitelerinin Hb D ve saglikhi eritrositlerden daha diisiik oldugu tespit edildi
(p<0,05). Hb D eritrositlerinin deformabilite &zelliklerinin kontrol gruplarindan
farkli olmadigi saptandi (p>0,05). Buna ragmen stres sonrasinda da elongasyon
indeksleri ile g¢izilen ¢izelge 4.10’te Hb D’nin elongasyon indekslerinin kontrol
grubu elongasyon indekslerinden daha diistik bir egri ¢izmis oldugu goriilmektedir.

Eritrositlerin farkli kayma kuvvetlerinde degisen deformabilite &zellikleri,
eritrosit membran yapisim1 i¢ ve dis etkenlere Karst koruyabilmesine baghdir.
Yapilan farkli ¢aligmalarda oraklagmis ve talasemik eritrositlerin membraninda
fosfolipid tamir mekanizmasinin etkisiz olabilecegi bildirilmigtir (127). Bizim
¢alismamizda Hb H. talasemi intermedia ve orak hiicreli eritrositlerin membran
yapisini i¢ ve dis etkenlere karsi koruyabilme &zelliklerinin etkisiz oldugunu
desteklemektedir.

Eritrosit deformabilitesi ayrica sitoplazmadaki hemoglobin miktari, hiicrenin
su igeriginin azalmasi ya da artmasi, sitoplazma yogunlugunun degisimleri,
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membranda yer alan ATP bagimli katyon ve su pompalarinin iglevine baghdir
(127.130). Bizim c¢alismamizda kullanilan Hb H, talasemi intemedia ve Hb S
eritrositlerinin eritrosit deformabilitelerinin bozulmasi sitoplazmada bulunan diigiik
hemoglobin  miktarindan,  sitoplazmanin  su  igeriginin  degigmesinden
kaynaklanabilecegini diistindiirmiistiir.

Birden fazla ¢alismada eritrosit deformabilitesinin, eritrosit sitoplazmasina
¢oken globin zincirlerinin meydana getirdigi hemikrom yapilarindan da etkilendigi
bildirilmistir (121-123,132-135). Bizim g¢alismamizda da yer alan g¢aligmamizda
kullamlan Hb H, talasemi intemedia olgularinin elongasyon indekslerinin hemikrom
* yapilardan etkilenmis olabilecegi diistildii.

Bu ¢alismada uygulanan yontem sonucunda Hb D ve kontrol gruplari arasinda
eritrosit deformabiliteleri agisindan herhangi bir fark bulunmamstir (p>0,005). Hb D
olgularmin eritrosit deformabilitelerinin, Hb H, talasemi intermedia ve Hb S
olgularinda bulunan eritrosit deformabilitelerinden istatistiksel olarak anlaml
derecede yiiksek bulunmustur (p<0,005). HIS grubu eritrosit deformabilitelerinin
kontrol grubu eritrosit deformabilitelerine gore istatistiksel olarak anlamli derecede
diisik oldugu bulunmustur (p<0.005) Hb D olgularmin eritrositleri ile saglhikl
eritrosit deformabilitelerinin istatistiksel olarak anlamli farklihiginin bulunmamasi
olgu sayisinin az olmasindan kaynaklanabilecegi diistiniilmiistiir.

Yapilan bir ¢alismada saglikli eritrositlere uygulanan stres modelinde 60 Pa
kayma kuvveti uygulanarak 10 l¢tim yapilmis ve yiiksek stres kosullarinda eritrosit
deformabilitesi 6l¢iilmiistiir (136). Bizim ¢alismamizda da bu stres sartlarindan daha

-fazla ve daha 6nce uygulanmamis 79.65-80,65 Pa kayma kuvvetlerinde 24 &l¢iim
yaparak elongasyon indeksi élgiildii. Hb H, talasemi intermedia ve Hb S (HIS), Hb D
ve kontrol gruplarmmin elongasyon indekslerinin karsilastirmasi sonucunda 79,65-
80,56 Pa kayma kuvvetlerinde HIS grubu elongasyon indekslerinin Hb D grubundan
daha diistik oldugu tespit edildi. Kontrol ve Hb D gruplarina uygulanan bu stres
modelinde elde edilen elongasyon indeksleri arasinda farklihik olmadig: tespit edildi.
Fark olmamasinin Hb D grubundaki olgu sayisinin yetersizliginden kaynaklandig
distiniildii.

Stres sonrasinda uygulanan 0,3-50 Pa kayma kuvvetlerinde HIS grubu
elongasyon indekslerinin kontrol grubundan daha diisiik degerlerde oldugu saptandi.
Yiiksek stres sonrasinda eritrositlerin stres éncesindeki gibi daha diisiik elongasyon
indeksi degerlerine sahip olmasimin diigsitk Hb diizeyinden etkilenmis olabilecegi
kanisinday1z.

HIS, Hb D ve kontrol gruplarinda stres sonrasinda eritrositlere uygulanan 0,3-
50 Pa kayma kuvvetlerinde elongasyon indeksleri o6l¢iildli. Sonuglara gore 2,04-
26,98 Pa kayma kuvvetlerinde, HIS grubunda elongasyon indekslerinin, Hb D
grubuna gore daha diisiik oldugu saptandi (p<0.05). Bu farklihgmn eritrosit
membraninin  Son olarak uygulanan 50 Pa degerindeki kayma kuvvetinde ise
herhangi bir farklihk olmadig: saptandi.
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Stres sonrasinda uygulanan kayma kuvvetlerinde kontrol ve Hb D gruplari
arasinda fark saptanmamis olmasinin, az olgu sayisindan kaynakli olabilecedi
diistintildi.

Simdiye kadar Hb H, talasemi intermedia, Hb S ve Hb D gruplarinda
uygulanmamig olan SS1/2 Lineweaver Excel degerlendirme programi kullanilarak
maksimum elongasyon indeksleri 6l¢tilmiistiir. Tiim gruplarda stres dncesinde ve
sonrasinda maksimum elongasyon indeksleri arasinda istatistiksel olarak fark

bulunamamustir. Bunun nedeni olarak stres modelinin MEI degerlerini etkilemedigini
" diistindiirdii.
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SONUC ve ONERILER

Hb H, talasemi intermedia ve Hb S olgularmin bulundugu HIS grubunun
globin zinciri mutasyonlarinin deformabiliteyi etkiledigi fakat Maksimum
Elongasyon Indeksi iizerinde herhangi bir degistirici bir etki yaratmadigi
distiniilmektedir. Bu grupta yer alan olgu sayisinin arttirilarak calismalara
devam edilmesi gerektigini diistinmekteyiz.

Eritrositin kendi seklini koruyabilme yeteneginin hemoglobinopati gruplarinda
hiicre i¢i hemoglobin miktar ve globin zinciri mutasyonlarindan olumsuz
y6nde etkilendigini ¢alismamizinda bu bilgileri Bundan dolay:
hemoglobinopatiden  siiphelenilen olgularda  hemogram  parametreleri
degerlendirilmesi yaninda subhemolitik stres uygulamas: ile elongasyon
indekslerinin bilinmesinin de yararh olacagi kanaatindeyiz. Uzun vadede
diistiniildiigiinde eritrositlerin in-vivo ortamda Kkarsilasacagi mekanik stres
kosullar1 tahmin etmek glictiir. Bu bilgiler 1s13inda deformabilite indekslerinin,
subhemolitik yogun stres modeli ve sonrasinda yapilacak degerlendirmenin
hemoglobinopati tasiyicisi ve hastast olan bireylerde invivo ortami yansitacak
bilgiler verecegi kanisinday:z.

Uyguladigimiz ~ subhemolitik  stres modelinin diger globin  zincir
mutasyonlarinda uygulanmasi ve sonuglarin karsilastirmasi ile tedavi ve takip
asamalarinda klinik bir yardimer test olarak yardimer olacagim diigiinmekteyiz.
fleride vapilacak ¢alismalar ile ¢aliymamizda elde edilen verilerin daha genis
hasta gruplarinda anlamli ve degerli sonuglara ulagtiracagi kanaatindeyiz
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