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OZET

Orak Hiicre Anemili Olgularda miRNA Ekspresyon Diizeyleri ile Klinik
Parametreler Arasindaki Korelasyonun Arastirilmasi

Bu ¢alismada, orak hiicre anemili olgularda mikroRNA ve diger kan parametrelerinin
diizeyleri 6lciilerek hastaligin klinik siddetine olan etkisi arastirilmistir.

Caligmaya 43 orak hiicre anemi hastasi ile yas ve cinsiyet olarak benzer 39 saglikli
kontrol dahil edilmistir. Tiim bireylerden iki tiip kan alinmistir. Bir tlipten tam kan sayimi
ve HPLC yontemi ile hemoglobin varyant analizi yapilmigtir. Diger tiipten ise RNA
izolasyonu yapilip cDNA elde edilmistir. Daha sonra ise RT-PCR yontemi kullanilarak,
olgularin miRNA ekspresyon seviyesi Ol¢iilmiistiir. Klinik skorlama kriterlerine gore, her
hastanin klinik skoru belirlenmistir. Hastalar skorlarina gore asemptomatik, ilimh ve agir
olmak {izere ii¢ ana fenotip grubundan birine dahil edilmistir.

Calismada, hasta ve kontrol gruplarinin tam kan sayimi parametreleri
karsilastinlmistir. WBC, RBC, Hb, Hct, HbF diizeyleri hasta ve kontrol gruplari arasinda
istatistiksel olarak 6nemli derecede anlamli bulundu (p<0,001). MCV ve MCHC diizeyleri
iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0,012, p=0,028). Bunun yan sira,
MCH diizeyleri iki grup arasinda istatiksel olarak anlamli bulunmadi (p=0,059). Ayrica,
HbF seviyeleri ve fenotip siniflarina gore karsilastirildi ve asemptomatik, ilimli ve agir grup
arasinda HbF seviyeleri istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p=0,014). Hasta ve kontrol
grubunun miR-326, miR-144 ve miR-150 ekspresyon diizeyleri karsilastirildiginda hasta
grupta anlamli bir sekilde diisiik eksprese edilmistir (p=0,004, p<0.001, p=0,004).

Bu sonuglar bize; miRNA'larin orak hiicre anemisi patofizyolojisinde, karmasik
diizenleyici yolaklara katkida bulunabilecegini ve klinik heterojenitenin tanimlanmasina
yardimci olabilecegini gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Orak hiicre anemisi, mikroRNA, Prognoz, Biyobelirteg



ABSTRACT

Investigation of The Correlation Between miRNA Expression Levels and
Clinical Parameters in Sickle Cell Anemia Patients

In this study, microRNAs and other blood parameters levels of patients with sickle
cell anemia were measured and their effect on the clinical severity of the disease was
investigated.

The study included 43 sickle cell anemia patients and 39 age- and gender-matched
healthy controls. Two tubes of blood were taken from all individuals. Complete blood count
with a complete blood count device from a tube and hemoglobin variant analysis with HPLC
method were performed. RNA was isolated from the other tube and cDNA was obtained.
Then, the miRNA expression level of the cases was measured using the RT-PCR method.
According to clinical scoring criteria, the clinical score of each patient was determined.
Patients were included in one of three main phenotype groups according to their scores:
asymptomatic, moderate and severe.

In the study, complete blood count parameters of the patient and control groups were
compared. WBC, RBC, Hb, Hct, HbF levels were found to be statistically significant
between the two groups (p<0.001). MCV and MCHC levels were statistically significant
between the two groups (p=0.012, p=0.028). In addition, MCH levels were not statistically
significant between the two groups (p=0.059). In addition, HbF levels and phenotype classes
were compared, and there was a statistically significant difference in HbF levels between the
asymptomatic, moderate and severe groups (p=0.014). When the expression levels of miR-
326, miR-144 and miR-150 of the patient and control groups were compared, it was
significantly lower in the patient group (p=0.004, p<0.001, p=0.004).

These results show us; miRNAs may contribute to complex regulatory pathways in
the pathophysiology of sickle cell anemia and help define clinical heterogeneity.

Key words: Sickle cell anemia, microRNA, Prognosis, Biomarker
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1. GIRIS

Orak Hiicre Hastaligi (OHH) Diinya’da her yil yaklasik 176.000 kisinin hayatini
kaybetmesine neden olan otozomal resesif gegisli genetik bir hastaliktir (Collaborators
2015). OHH terimi; hemoglobinin beta globin proteinini kodlayan gende, bir grup hastaliga
(OHA, HbSC ve HbSpB-talasemi vb.) yol agan mutasyonlari kapsar. Bu mutasyonun
homozigot (orak hiicre anemisi- HbSS) veya baska gendeki mutasyonla birlikte kalitilmasi
OHH’nin klinik formlarin1 olusturur.

Hastalik patogenezini olusturan mutant HbS; 11. kromozomda bulunan, 3 globin gen
lokusunun amino ucunda 6. konumunda yer alan adenin bazi yerine, timin bazinin gelmesi
ile olusur. Bunun sonucunda B globin zincirinin 6. pozisyonuna, asidik amino asit (aa) olan
glutamik asit yerine nétr valin aa.’i gelir ve mutant globin zincirinin elektriksel yiikii
degiserek diger hemoglobin molekiillerine yapismaya egilimi artar. Deoksijenize durumda,
HbS polimerize olarak eritrositleri rijit hale getirir. Kiigiik damarlarda vazookliizyon,
organlarin  kronik iskemisi ve bagisiklik sistemindeki degisiklikler hastaligin
fizyopatolojisini olusturarak klinigini belirler (Kato ve ark. 2018).

OHA, ilk defa Herrick tarafindan 1910 yilinda tamimlanmistir. Hastaligin
tanimlanmasindan yaklasik 110 y1l gegmesine ragmen, tek nokta mutasyonunun neden bu
kadar degisik klinik varyasyon olusturdugu heniiz tam olarak aydinlatilabilmis degildir.
Hastalarin klinik ve hematolojik 6zelliklerindeki biiyiik degiskenlik, patofizyolojik
mekanizmalarinin anlagilmasini da zorlastirir. Orak hiicre anemisinin olguya 6zgii klinik
siddeti; genetik ve genetik olmayan modifiye ediciler ile agiklanmaktadir. Klinik durum;
sosyoekonomik diizey, cografi faktorler, soguk hava, riizgar hizi, nem oranlari, hava kalitesi
(atmosferik nitrik oksit, ozon, siilfiir) ve enfeksiyonlar gibi genetik olmayan faktorler
tarafindan etkilenir. Hastalik siddetini belirleyen genetik modifiye ediciler ise; alfa talasemi
birlikteligi, haplotip tipi, gen ifadesinin diizenlenmesi (MIRNA vb.) ve polimorfizmler
olarak tanimlanir. (Piel ve ark. 2017)

Tiim insan genomunun dizilenmesi ile elde edilen son bulgular, genom dizilerinin
¢ok azmin (%2'den az) proteine doniistiigiinii ortaya cikardi. Bununla birlikte, genom
dizilerinin geri kalan1 DNA'dan kopyalanir, ancak ncRNA'lar (non-coding RNA-
kodlamayan RNA) olarak adlandirilan bu molekiiller proteinlere ¢evrilmez (Doss ve ark.

2015). Baslangigta, ncRNA'larin protein sentezinde yalnizca ribozomun biitiinleyici



bilesenleri (ribozomal RNA) veya reaksiyon substratlari (transfer RNA) olarak islevsel rol
oynadig1 diisiiniildii, ancak yillar i¢inde birden fazla ek islevleri tanimland1 (Hiittenhofer ve
ark. 2005). Transkripsiyon, translasyon, RNA isleme, mRNA turnoveri, DNA replikasyonu,
genom stabilitesinin korunmasi, kromatin yeniden sekillenmesi dahil olmak tizere gesitli
temel siireglerin diizenlenmesinde yer aldiklar1 ve hatta proteinlerin stabilitesine ve
konumuna katkida bulduklar anlasildi (Gebetsberger ve Polacek 2013). Bu anlamda mikro
RNA (miRNA)’lar da ¢ok arastirilan molekiillerin baginda yer almaktadir.

miRNA’lar, mRNA’ya baglanarak, gen ekspresyonunu inhibe eden 18-25 bp kisa
kodlamayan RNA'lardir. miRNA ailesi, birgok protein kodlayan genin gii¢lii molekiiler
diizenleyicileridir (Ardekani ve Naeini 2010). Bir miRNA birden fazla hedef mRNA'y1
etkiler ve tek bir mRNA, ¢oklu miRNA'lar i¢in hedef bolgeler igerebilir. miRNA biyogenezi,
Drosha ve Dicer enzimleri tarafindan olgun miRNA'ya islenen pri-miRNA transkriptinin
transkripsiyonu ile baslayan iyi tanimlanmis bir siiregtir. Olgun miRNA'lar RISC (RNA
Indiiklii Sessizlestirici Kompleks) kompleksine dahil edilir ve belirli mRNA'larin 3' UTR
bolgesini hedef alir, bu da tamamlayicilifin derecesine bagli olarak mRNA bozulmasina
veya translasyon bloguna yol agar (O'Brien ve ark. 2018). Bu biyogenez, post-
transkripsiyonel gen diizenlemesinde onemli bir role sahip olan ve hiicresel fizyolojiyi
etkileyen mRNA-miRNA komplekslerinin olusumu ile sonuglanir (Dragomir ve ark. 2018).

Gilinliimiize kadar insan genomunda 2500'den fazla miRNA tanimlanmustir. Gelisim,
hiicre dongiisii ve apoptoz dahil olmak {izere gesitli biyolojik siire¢lerin diizenlenmesinde
rol oynadiklart belirtilmistir. MiRNA'larin hastaliklarin gelisimindeki Onemi, degisen
miRNA ekspresyonunun ¢esitli bozukluklara eslik ettiginin gézlemlenmesi ile anlagilmistir.
Buna istinaden kanser vb. gibi hastaliklarin tani ve prognozunda miRNA ekspresyon
diizeyleri kullanilmaya baglamistir. Birgok miRNA'nin, hematopoez ve eritropoez sirasinda
eritroid hiicrelerinin farklilagmasi ve olgunlagmasi i¢in 6nemli olan genlerin diizenlenmesini
sagladig bildirilmistir. Orak hiicre anemisinde goriilen klinik degiskenlik hakkinda bilgi
edinmek i¢in yapilan miRNA calismalarinin ¢ogu, y globin gen diizenlemesine
odaklanmustir. Miller ve ark., LIN28'in insan primer eritroid hiicrelerinde HbF
indiiksiyonuna aracilik etmek i¢in miRNA let-7'yi susturdugunu bulmustur. Benzer sekilde
miR-15a ve miR-16’nin, MYB (Myeloblastosis)'i inhibe etmek suretiyle y globin gen

ekspresyonunda artis meydana getirdigi belirlenmigtir. Bu ¢alismalar, miRNA'larin



OHA’daki klinik siddeti 6ngdrme potansiyelini gostermektedir (Sankaran ve ark. 2011,
Walker ve ark. 2011, Lee ve ark. 2013).

Ulkemizde 6zellikle Akdeniz Bolgesi’nde sik goriilen orak hiicre hastaligiin hiicre
bazindaki patofizyolojisini anlamak, yeni tedavi olanaklarini gelistirmek i¢cin 6nemlidir. Bu
calismada kan 6rneklerindeki miRNA gen ekspresyon diizeyleri belirlenerek, bu diizeylerin

hasta fenotiplerine etkisi aragtirmak istenmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Orak Hiicre Anemisi

Orak hiicre hastaligi, diinya ¢apinda en yaygin genetik bozukluktur. OHA, beta
globin geninde olusan nokta mutasyonu sonucu meydana gelir. B-globin zincirinin 6.
pozisyonuna glutamik asit yerine valin gelir ve HbS olusur (Kato ve ark. 2018).

Hemoglobin eritrosit icinde bulunan major proteindir. Eritrositler, periferik kandaki
hiicre popiilasyonunun %90'indan fazlasini olusturur ve insan viicudundaki etkin gaz
degisiminden sorumludur. Olgun eritrositler; organellerin kademeli olarak kaybini, niikleik
asit iceriginde bir diislisii ve eritrosit 6zelliklerinin kademeli olarak edinilmesini igeren
oldukga iyi diizenlenmis bir farklilagsma siirecinin nihai tirtinleridir. Eritroid farklilasmasinin
carpict bir Ozelligi ise niikleusun, olgun eritrositlerin onciisii olan retikiilositlere
farklilastik¢a hiicrelerden ekstriide edilmesidir. Hemoglobin; eritrosit hiicresel proteinlerinin
cogunu olusturdugu icin, bu hiicrelerin genellikle sadece inert ve pasif hemoglobin kaplar
olarak hizmet ettigi diistiniilmekteydi. Daha sonra ise, eritrositlerin hiicresel sinyalleri
baglayabilecegi, fizyolojik ve patolojik stres sirasinda fonksiyonel yanitlari tetikleyebilecegi
gosterilmis ve daha dinamik dogalart oldugu diistiniilmiistiir (Chen ve ark. 2008). Bu durum,
eritrositlerin bilinenden daha karmasik bir hiicre i¢i ortama sahip oldugunu gostermektedir.

OHA’da; deoksijene hemoglobin molekiiliiniin dis yiiziinde bulunan hidrofobik valin
rezidiileri yapiskan noktalar olusturur, béylece hemoglobin molekiilleri kiimelenir ve fibroz
cokeltiler olusur. HbS polimerizasyonu adi verilen bu fenomen, eritrositlerin, karakteristik
orak sekline doniismesine yol acar (Kato ve ark. 2018).

OHA’daki RBC anormallikleri; iskemi-reperfiizyon hasarina yol agan vazookliizyon
ve hemolitik anemi ile klinik olarak kendini gosterir. Vazookliiziv olaylar ve intravaskiiler
hemoliz, progresif vaskiilopati ile sonuglanan inflamasyon ve redoks dengesinin
bozulmasina yol agar. Yapilan arastirmalar sonucunda OHA patofizyolojisinin; HbS
polimerizasyonu, artmis vazookliizyon, hemoliz aracili endotelyal disfonksiyon ve steril
inflamasyonun aktivasyonu arasindaki etkilesim silsilesi oldugu diisiiniilmektedir (Sundd ve
ark. 2019). Orak hiicre hastaliginin klinik ve hematolojik 6zelliklerindeki biiyiik degiskenlik,
hastaligin patofizyolojik mekanizmalarinin anlagilmasint zorlastirir. OHA’l1  bireyin

fenotipinin yasamin erken donemlerinde belirlenmesi; prognozun tahmin edilmesini



saglayabilir. Bireysel tedavi planlanmasi ve gereksiz miidahalelerin Oniine gegebilmek
adina, hastalik seyrinin belirlenmesi 6nem kazanmaktadir (Byon ve Papayannopoulou
2012).

2.2 Hemoglobin

Hemoglobin; oksijene yanit olarak konformasyonel degisikliklere ugrayan, ¢evresel
etmenler ve allosterik efektorlerden etkilenen karmasik bir molekiildiir. Hemoglobin,
kiiresel yapida, 6.4 nm ¢apinda ve yaklasik 64.500 dalton (Da) molekiiler agirliga sahip bir
hemoproteindir. Tetramerik yapidaki hemoglobin; her biri bir adet hem molekiilii igeren,
dort globin proteininden olusur. Hem molekiillerinin her biri de bir molekiil oksijen
baglayarak hemoglobin molekiiliiniin ana gérevini gergeklestirmesine aracilik eder. Birgok
gen, farkli globin proteinini kodlar. Cesitli globin protein kombinasyonlari, hayatin farkl
evrelerinde sentezlenen hemoglobin tiirlerini (Gower, HbF, HbA, vb,) olusturur (Rifai
2018). Yetigskin hayatta sentezlenen hemoglobin tetrameri, sirasiyla 16. ve 11.
kromozomlarda bulunan genler tarafindan kodlanan a ve B globin zincirleri olmak tizere iki
farkl1 zincirden olusur. a gen kiimesi; {2, al, a2 genlerini ve birka¢ psddo gen igerir.  gen
kiimesi ise vy, B, 8, € genleri ve bir psodo gen igerir (Gazouli ve ark. 2009). Fetal hayattan
yetiskin hayata ge¢is sirasinda iki tip globin gen degisimi meydana gelir. Birincisi, y geninin
¢ ile yer degistirmesi ve dolayisiyla fetal karacigerde HbF (o2y2) iiretimidir. Digeri ise vy
yerine § geninin degistirilmesi i¢cin meydana gelir, bu da HbF iiretiminin azalmasina neden
olarak yetiskin hemoglobinine (HbA- a,,) gecisi saglar (Roversi ve ark. 2013).

Hemoglobin sentezi, transkripsiyon sonrasi modifikasyonlarla ayarlanir.
Transkripsiyon faktorleri, DNA’nin belli bolgelerine baglanir ve globin genlerinin
ekspresyonuna etki ederler (Azzouzi ve ark. 2011). y globinden B globine gegisteki baslica
transkripsiyon faktorleri; Kriippel benzeri faktor 1 (KLF1), B hiicreli lenfoma 11A
(BCL11A) ve MYB'dir. Bu faktorler dogrudan ya da dolayli olarak y gen susturulmasinin
diizenlenmesinden sorumludur. Eritropoez sirasinda bu faktorlerin ekspresyonundaki
degisiklikler, HbF'in sentezinde etkili olabilir (Esteghamat ve ark. 2013, Tallack ve Perkins
2013). Bu yaklasim, 3 globin bozuklugu olan hastalarda HbF'i indiiklemek i¢in kullanilabilir
(Ginder 2015).

Daért globin zinciri, bir merkezi boslugu ¢evreleyen kalin duvarli kiiresel bir kabuk

olusturur. Bu boslukta, globin zincirlerinin histidin kalintilar1 ile demir elementinin



etkilesimiyle baglanan hem halkasi asilidir. Hem demiri (2%) normalde okside durumdadir.
Yetiskin donem hemoglobinindeki (HbA) iki ¢ift globin zinciri o ve B olarak adlandirilir. a
zinciri 141 amino asit kalintis1 ve B zinciri 146 amino asit kalintis1 i¢erir. HbF yapisindaki o
zinciri, HbA'da bulunan ile aynidir; ancak diger zincir 3 zinciri ile 6nemli yapisal homolojiye
sahip y zinciridir. HbA», a ve d zincirlerinden olusur. Normal yetiskinlerde, HbA toplam
hemoglobinin yaklasik %85 ila %95'ini olusturur, HbF %1'den az ve HbA> %3,5'ten azdir.
Globin zincirlerinin aminoasit dizisindeki degisiklikler (kalitatif degisiklik) OHA’ya yol
acarken, globin zinciri tretimindeki distlisler (kantitatif degisiklik) talasemi gibi

hemoglobinopatilere neden olur (Rifai 2018).
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Sekil 2.1. Hemoglobinin yapis1 (Storz ve Moriyama 2008)

Hemoglobin; O2'yi alveoliin kismi oksijen basincinda (pO2) verimli bir sekilde
baglamali, onu dolasimda tutmali ve doku kilcal yataklarinin diisiik pO2'sindeki dokulara
birakmalidir. Oksijen alimi ve dagitimi, hemoglobin molekiilii i¢cindeki hemoglobin alt
birimlerinin tetramerik diizenlemesinde bulunan ve kooperatiflik olarak adlandirilan bir
ozellige baglidir. Diisiik oksijen basincinda, hemoglobin tetrameri oksijensizdir. Bununla
birlikte, yiiksek oksijen basincinda tetramer tarafindan bir miktar oksijen baglanir
baglanmaz, daha yiiksek bir oksijen afinitesi gelistirerek oksijenle birlesme yeteneklerini
biiyiik 6lclide artirirlar. Bu sebeple dar bir oksijen basing aralifinda énemli miktarlarda
oksijen yiikleme ve bosaltma meydana gelir. Oksijen afinitesi birkag faktor tarafindan
modiile edilir. Bohr etkisi, hemoglobinin dokulara diisiik pH'da daha fazla oksijen verme

yetenegidir. Protonlar; deoksihemoglobine, oksihemoglobinden daha kolay baglanir. Bu



nedenle, hemoglobin, diisiik pH'da daha diisiik bir oksijen afinitesine sahiptir. insanlarda
oksijen afinitesini degistiren ana molekiil, hemoglobine baglandiginda oksijen afinitesini
diistiren 2,3-bifosfogliserattir (2,3-BPG). HbA, 2,3-BPG i¢in oldukea yiiksek bir afiniteye
sahiptir. HbF, 2,3-BPG'ye afinitesi az oldugundan, in vivo daha yiiksek bir oksijen
afinitesine sahip olma egilimindedir. Hemoglobin ayrica nitrik oksidi reversibl olarak
baglar; bu etkilesim vaskiiler tonusu etkiler, ancak bunun klinik 6nemi tam olarak
anlasilamamistir. Normal oksijen tasinmasi bu nedenle; proteinlerin tetramerik yapisina,
hidrofilik ve hidrofobik aminoasitlerin uygun diizenlemesine, ortamin pH’ina ve 2,3-BPG
ile etkilesime baglidir (Ahmed ve ark. 2020).
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Sekil 2.2. Bohr etkisi ad1 verilen Pcoz ve pH'in, oksijen-hemoglobin ayrigma egrisi lizerindeki etkileri.
Ortadaki egri, Pcoz = 40 mmHg, pHgrec = 7.24 ve Pso = 26.8 mmHg ile standart fizyolojik kosullar1 temsil
ederken, yukaridaki ve asagidaki egriler sirasiyla bazik ve asidik kosullarin 6rneklerini temsil eder. (Olgac ve
Kurtcuoglu 2016)



2.3 Epidemiyoloji
2.3.1 Tarihce

OHH yiizlerce yildir Afrika halki tarafindan nwiiwii, nuidudui, ahotuto ve
chwechweechwe gibi kabileye 6zgii farkli isimleri ile bilinmekteydi. OHH oldugu tahmin
edilen ilk olguya ait makale Lebby tarafindan, siyahi bir kélenin otopsi bulgularinda dalak
yoklugu ile 1846 yilinda yaymlanmustir (R. 1846). Ik defa Herrick tarafindan periferik kan
yaymasinda armut sekilli ve uzamis hiicreler olarak 1910 yilinda tanimlanmistir (Herrick
2001). 1917’de Emmel, petrolatum damlattigi kan 6rneklerinde, bikonkav sekilli RBC’lerin
oraklagtigin1 gézlemledi ve diagnostik testlerin temelini att1 (Ve. 1917). 1922°de ise Mason,
4. vakay1 gozlemledi ve hastaligi orak hiicre anemisi olarak adlandirdi (Vr. 1922). 1927°de
Hanh ve Gillespie oraklasmis RBC’ler ve diisiik O2 kosullar1 arasindaki iligkiyi tanimladi
(Hahn ve Gillespie 1927). 1948’de Watson HbF diizeyleri ve hastalik semptomlari arasinda
bir iligki olabilecegini 6nerdi (Watson 1948). 1949 yilinda Neel, heterozigot bireylerin
tastyici, homozigot bireylerin ise hasta oldugunu yayinladi (Neel 1949). Linus Pauling ve
Itano ise HbS’i tamimlayarak, orak hiicre anemisini ilk molekiiler hastalik olarak

adlandirmislardir (Pauling ve Itano 1949).
2.3.2 Dagihm

Orak hiicre hastaligi; Sahraalti Afrika, Akdeniz bolgesi (Tiirkiye, Yunanistan ve
Italya basta olmak iizere), Arap yarimadasi, Hindistan, Amerika Birlesik Devletleri ve
Brezilya gibi tilkeleri kapsayan ¢ok genis bir cografi alanda goriiliir (Piel ve ark. 2010).
Hastaligin dagilimi sitma endemisi ve gb¢ hareketleri ile paralellik gosterir (Piel ve ark.
2014). HDAS (tasiyici) genotipine sahip bireylerde, Plasmodium Falciparum parazitemisinin
daha seyrek goriildiigii ve hasta bireylerin parazit ile enfekte olma frekansinin ¢ok daha
diisiik oldugu bildirilmistir (Allison 1954). Bu veriler malarya hipotezinin ortaya ¢ikmasina
ve HbS alel frekansi ile sitma hastaligi arasinda bir iliski oldugunun diisiiniilmesine yol
acmustir. Yapilan son ¢alismalarda HbAS’ nin, siddetli falciparum sitmasinda mortalite ve
morbidite yoniinde en riskli yas araligindaki (2-16 ay) ¢ocuklarda hiperparazitemi ve agir

malaryal anemiye karsi koruyucu oldugu gosterilmistir (Aidoo ve ark. 2002).



2.3.3 Prevalans ve insidans

Tiirkiye genelindeki HbAS alel siklig1 %0,37-0,6 arasinda olup Akdeniz Bolgesi’nde
(Adana’da %10,0, Antakya’da %10,5 ve Mersin’de %13,6) yiiksek prevelansa sahip odak
yerlesim yerleri bildirilmistir (Canatan 2003, Uzun 2006). Amerika Birlesik Devletler'inde
yapilan calismalar, yaklagik 100.000 kisinin OHH’dan muzdarip oldugunu gostermektedir
(Hassell 2010). Kiiresel ve lilke bazinda giivenilir veriler elde edilemese de, 2010 yilinda
diinya genelinde 312.302 homozigot bebek ve 5.476.407 heterozigot bebegin diinyaya
geldigi tahmin edilmektedir (Piel ve ark. 2013). Bu dogumlarin biiyiik ¢ogunlugu ii¢ iilkede
meydana gelir: Nijerya, Kongo Demokratik Cumhuriyeti ve Hindistan. Gegtigimiz 40 yil
icinde yiiksek gelirli lilkelerde yasam beklentisi 6nemli Ol¢lide artmistir ve c¢ocukluk
Oltimleri giiniimiizde saglikli niifusa yakin sayilardadir ve medyan survi 60 yildan fazladir
(L& ve ark. 2015, Gardner ve ark. 2016).

Yiiksek gelirli lilkelerde OHH’11 ¢ocuklarin survisi saglikli cocuklara yaklagmigken
Sahraalti Afrika’da bes yasin altindaki OHH’l1 ¢ocuklarin %90°1 hayatin1 kaybetmektedir
(Telfer ve ark. 2007, Makani ve ark. 2010).

2.4 Patofizyoloji

Deoksijene kosullarda ve asidik pH’da, HbS molekiilleri birleserek rijit polimer
formunu olusturur ve RBC’ler orak seklini alir. Eritrosit Oksijen ile tekrar karsilastiginda
bikonkav sekline geri doner fakat polimerizasyon dongiisii tekrarladik¢a, membran kalici
olarak zarar goriir. Eritrosit geri doniisiimsiiz olarak orak seklini alir ve yasam siiresi
ortalama 12 giine diiser (Quinn 2013).

Eritrositler anormal bir sekilde adhesif 6zellik kazanir ve damar endoteline yapisarak
kan akimini engeller. Bu mikrovaskiiler tikanma vazookliizyon olarak adlandirilir ve
iskemiye yol agar (Rees ve ark. 2010).

Intraselliiler HbS veya HbF konsantrasyonunu belirleyen; alfa talasemi ve HPFH
(Hereditary persistence of fetal hemoglobin) gibi genetik faktorler, hastaligin ana
belirleyicisi olan HbS polimerizasyon oranini etkiler.

OHA, hemoglobin molekiiliinii etkileyen bir bozukluk olmasina karsin organizmanin

biitiinlinde yikici etkilere sahiptir.



2.4.1 HbS Polimerizasyonu

RBC membraninda yer alan iskelet proteinlerinin lipit bilayer ile etkilesimini yoneten
karmagik mekanizmalar, RBC'nin dolasimda maruz kaldig1 gerilim altinda deforme olmasini
ve yeniden bikonkav disk seklini kazanmasini saglar (Mohandas ve An 2006).

Orak hemoglobinin polimerizasyonu olduk¢a dinamik bir olaydir. Diisiik oksijen
kosullarinda deoksijene HbS tetramerleri, BS-globin zincirlerinin hidrofobik motifleri
gizlemek icin birbirine baglanir ve tek polimer lifi olusur. Polimerizasyon, liflerin
yogunlagmast (primer niikleasyon) ile baglar. Lifler biiyiidiik¢e, yeni liflerin niikleasyonu
(sekonder niikleasyon) i¢in substrat gorevi goriirler. Sekonder niikleasyon ile hiicreyi klasik
orak sekline donistiiren liflerin biiyiimesi, dallanmasi ve hizalanmasi gergeklesir (Bunn
1997, Galkin ve Vekilov 2004, Vekilov 2007) (Sekil 2.3).

Dolasimdaki bir orak eritrositte hemoglobin polimerlerinin olusum hiz1 ve kapsami
temel olarak ili¢c bagimsiz degiskene baglhidir: Bunlar; hiicrenin deoksijenasyon derecesi,
hiicre i¢i HbS konsantrasyonu ve hemoglobin F diizeyidir. Polimerin uyumlu olusumu igin
gereken zaman, gecikme siiresi (Td-delay time) olarak adlandirilmistir. Polimerlerin ilk
olusumu i¢in gerekli olan bu siire, orak eritrositlerinin mikrosirkiilasyondaki ge¢is siiresine
gore uzundur. Bu yiizden polimerler; arteriyoller ve kilcal damarlardan eritrositlerin gegisi
boyunca hiicrelerin ¢ogunda (%80'in tizerinde) olusamaz (Mozzarelli ve ark. 1987).
Veniillerde ise, ortam hipoksik ve akim yavas oldugu i¢in polimer olusum ihtimali daha
yiiksektir.

HbS polimerlerin olusumu, eritrosit membraninda radikal sekil degisikliklerine yol
acar. Hiicre seklinin HbS polimerleri tarafindan bozulmasi, SS eritrositlerinin membran
yapisini ve islevini bozmada kritik bir role sahiptir (Hebbel 1991). Bu silsile hiicresel

dehidrasyona, bozulmus kan reolojisine, erken hemolize ve vazookliizyona sebep olur.
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2.4.2 HbF Etkisi

Orak hiicre hastaliginin semptomlari, HbF miktarinin biiyiik bir kisminin HbS ile yer
degistirdigi dogumdan birkag ay sonrasina kadar ortaya ¢ikmaz. HbF molekiili, iki o iKi y
zincirinden olusur ve seviyeleri gebeligin midgestasyon doneminde (22.9 + 2.4 hafta) zirve
yapar (Stevens-Simon ve ark. 2000). Plasentada pO. daha diisiiktiir, fetiise oksijen
¢ekebilmek i¢in HbF’in oksijene afinitesi daha yiiksektir. Saglikli bir bebek 6 aylik
oldugunda, HbF toplam hemoglobinin %1'inden daha azini olusturur, ancak orak hiicre
hastalig1 olan yetigkinlerin cogunda bu seviyeler daha yiiksektir.

Polimerlesme esnasinda y veya B ile a globinlerin olusturdugu melez tetramerler,
HbS’e nazaran birbirlerine ve fiber yapisina daha gevsek baglanir. Bu olayin nedeni; y
zinciri, B alt birimindeki valin amino asidinin olusturdugu yapiskan temas noktasini 6rterek
polimerin stabilitesini bozmasi ve uzamasini engellemesidir (Goldberg ve ark. 1977). Bu
mekanizma ile polimerlesme inhibe edilir ve klinik iyilesme goriiliir. HbF, hastaligin tiim alt
fenotiplerini (klinik ¢esitlilik) ayni1 olglide iyilestirmez. HbF'in orak hiicre hastaliginin
fenotipi tizerindeki etkisinin kritik belirleyicisi, her bir eritrosit igindeki diizeyidir (Steinberg
ve ark. 2014).

2.4.3 Alfa Talasemi Birlikteligi

Alfa zincir yapim azlig1 ile karakterize olan a talasemi hastaligi, orak hiicre anemisi
ile birlikte kalitilabilir. Bir ya da iki o globin gen delesyonuna sahip HbSS’li bireylerin, bu
delesyonu olmayan hasta bireylerden daha az anemik oldugunun bildirilmistir ve orak hiicre
hastaliginda en 6nemli genetik modifiye edicilerden birisinin alfa globin gen sayis1 oldugu
anlasilmaya baslanmistir (Embury ve ark. 1982).

Sitozolde az miktarda a zinciri bulunmasi nedeniyle, BS tetramerleri (dért mutant p-
globin alt birimi tarafindan olusturulmustur) ¢okelir ve proteolize olur. Bu nedenle hiicre
icindeki HbS molekiill konsantrasyonu azalir. Eritrosit igindeki HbS yogunlugu
oraklasmanin temel belirleyicisidir. HbS yogunlugun azalmasi oraklagsmayi azaltarak
eritrositlerin hemolizini azaltir. a-talaseminin ve orak hiicreli aneminin birlikte kalitiminda
daha az hemoliz gergeklestigi i¢in, tek basina orak hiicreli aneminin kalitimindan daha
yiiksek hemoglobin seviyeleri goriiliir. Tersine, akut agrili ataklar gibi vazookliizyon ile

iliskili baz1 komplikasyonlar OHA ve o-talasemi birlikteliginde daha yaygindir. Alfa
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talasemi, HbS polimerizasyonunu azaltip eritrosit dmriinii uzatir bu durum dolasimda HbS
iceren hiicre sayisini arttirarak kan viskozitesinin artmasina yol agar. Sonug olarak hemoliz
daha az, vazookliizyon ile ilgili komplikasyonlar ise daha fazla goriiliir (Embury ve ark.
1984).

OHA’daki hematolojik ve laboratuvar degisikliklerine nazaran a-talaseminin eslik
ettigi hastalikta; daha diisik MCV, MCH, retikiilosit sayisi, bilirubin ve LDH seviyeleri;
daha az irreversibl orak eritrosit (ISC) sayis1 bildirilmistir (Steinberg ve Embury 1986).

Tekrarlayan ve uzamis oraklasma, membranda ilerleyici olarak hasara yol agar
(Smith ve ark. 1982). Oraklagmis eritrositler, asir1 dehidrasyon sonrasinda hiicre igi
homeostaz: siirdiirme yeteneklerini kaybederler. ISC, oraklasmis RBC’nin oksijenasyona
ragmen normal yapisina donememis formunu tanimlar (Kuypers 2014).

OHA ve o-talaseminin birlikteligi klinik siddet {izerine etkilidir. iki genetik
bozuklugun birlikteliginde inme, bacak {ilserleri, albuminiiri sikliginda azalma; agrili
epizodlar ve osteonekrozisin goriilme sikliginda artig bildirilmistir (Nolan ve ark. 2005,
Nolan ve ark. 2006, Darbari ve ark. 2012).

2.4.4 HbS’in Oksijen Afinitesinde Degisim

HbS’in, HbA’ya kiyasla oksijen afinitesi énemli 6l¢iide azalmistir. HbS’in O-
afinitesindeki rolatif azalma, HbS polimerizasyonunu siddetlendirir ve bunun sonucunda
HbS’in oksijen afinitesi daha da azalir (Seakins ve ark. 1973). HbS'in %50'sinin HbA ile yer
degistirmesi, polimerizasyonu yaklasik 100 kat yavaslatir (Rotter ve ark. 2011).

Afinitenin azalmasi biiyiik Ol¢lide 2,3-difosfogliserat (2,3-DPG) diizeylerine
baglidir. 2,3-DPG hemoglobinin major allosterik faktorlerinden biridir. 2,3-DPG diisiik O2
basincinda, hemoglobinden O salinimini tesvik ederek dokularin Oz almasini saglar.
Glikolitik yolda ara iiriin olarak sentezlenir. 2,3-DPG, deoksihemoglobinde B alt birimlerin
arasindaki pozitif yiiklii aminoasitlerin (2. konumdaki histidin, 82. konumdaki lizin, 143.
konumdaki histidin) olusturdugu yariga baglanarak hemoglobinin oksijene ilgisini azaltir
(Bunn ve Briehl 1970). Bu olay oraklasmus eritrositlerde hem HbS’in ¢6ziiniirliigiinii azaltir
hem de olusan fiberlerin stabilizasyonunu saglar (Poillon ve Kim 1990). Orak hiicre anemisi
tastyicilarinda, kalitimsal piruvat kinaz eksikligi bildirilmistir. Bu olgularda eritrosit 2,3-
DPG diizeyleri belirgin artmis olup OHA’l1 bireyler kadar siddetli bir klinik fenotipe sahip
olduklar1 belirtilmistir (Alli ve ark. 2008).
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2.4.5 Membran Biyolojisinin Bozulmasi

RBC’in oraklasmasi; hiicre membran fosfolipidlerinin asimetrik dagiliminda
degisiklik, membran iskelet proteinleri ve integral membran proteinleri arasindaki
etkilesimlerde zayiflama ve membranin temel integral proteini olan band 3'in
kiimelenmesini i¢ceren pek ¢cok anormallige neden olur. Membran iizerindeki bu degisimler,
hiicre hidrasyonunu bozarak polimerizasyonun artmasina neden olur. Ozellikle Ca** ve K*
homeostazinin etkilenmesi ile RBC’nin dogal sekli degisir. Bu degisim, orak RBC'nin diger
kan hiicreleri ve vaskiiler endotel ile gereksiz etkilesimlerinde 6nemli bir rol oynar. Sonug
olarak hemoglobin molekiiliiniin molekiiler yapisindaki degisim, RBC’nin Omriiniin
kisalmasina, apoptozisinin artmasina ve hemolize yol acar (Kuypers 2014).

RBC membrani; Gardos kanali, K'/CI- kotransporter, band 3, Na/K*/2CI
kotransporter, PIEZO 1 (mekanosensitif iyon kanal1) gibi ¢ok cesitli iyon kanallari ile
donatilmistir. Her ne kadar bu kanallarin birka¢inin fizyolojik rolii belirsiz ve dinlenme
halindeki hiicrede inaktif olarak degerlendirilse de; deneysel olarak aktive edildiginde, bu
iyon kanallar1, hizli dehidrasyon gibi tehlikeli durumlara yol agabilir (Thomas ve ark. 2011).

Oraklasmis eritrositlerde, asiri dehidrasyon sonrasinda hiicre i¢i yogunluk artisi
meydana gelir ve eritrositler katyon homeostazini siirdiirme yeteneklerini kaybederler.
Eritrosit i¢indeki Ca?" konsantrasyonunun ¢ok dar araliklar iginde sabit tutulmasi, hiicrenin
fizyolojik isleyisi ac¢isindan 6nem arz eder. Eritrosit membraninda bulunan bir¢ok iyon
kanalinin iglevi bozulmustur ve membran gecirgenliginde artis meydana gelmistir. Psickie
olarak tanimlanan deoksijenasyon kaynakli ve se¢ici olmayan bu gegirgenlik, membrandaki
kanallarin aktif hale geldigi bir olaylar zincirini tetikler. Eritrosit, dehidrasyona ugrar
(Bookchin ve ark. 1991) (Sekil 2.3). Bu gegirgenlige sebebiyet veren; Gardos kanali, K*/CI
kotransporter, PIEZO 1, band 3 gibi belli basl yolaklar bulunmaktadar.

Gardos kanali (KCCN4): Ca'™ sensitif K* kanalidir, saglikli eritrositlerde Gardos
kanal1 hiicreden K* kaybini saglar ve kolloid ozmotik lizisi 6nler (Gardos 1958). Intraselliiler
Ca™ seviyesi arttiginda Gardos kanali gegici bir bigimde aktive olarak K* ve ClI" kaybina ve
hiicre biiziilmesine yol a¢ar. Buna Gardos etkisi ad1 verilir. HbS polimerleri membrana hasar
verdikge hiicre igine Ca™ girisi artar (Lew ve ark. 1985). Oraklasma sonucunda olusan
membran hasari; K* iyonlar1 ve suyun, Gardos yolu ve potasyum-klorid kotransportu
tarafindan hiicre digina hareketine sebep olarak, eritrositlerin dehidrasyona ugramasina

neden olur. intraselliiler Hb konsantrasyonu artar ve polimer olusumu hizlanir. Hiicre
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icinden K" ve onunla iligkili su kaybi, ortalama eritrosit i¢i hemoglobin konsantrasyonunun
(MHCH) ve internal viskozitenin artis1 yoluyla eritrosit deformabilitesinde belirgin
azalmaya sebep olarak eritrosit frajilitesini arttirir. Artmis hiicre i¢i Ca®* konsantrasyonu
Na*/K*/ATPaz pompasini da inhibe ederek Na* ‘un hiicre digina ¢ikmasini ve K* “un igeri
girmesini engeller. Iyonik denge iyice bozulur ve eritrositin oraklasma olasiliginda belirgin
bir artis meydana gelir (Brugnara 2018).

K*/CI" kotransporter (KCC): Dort homolog polipeptitten olusan gradyan sensitif
katyon transport kanalidir. Kanal; CI-, K ve simport olarak da suyun hiicre disina ¢ikmasina
neden olur ve eritrosit hacminin diizenlenmesinde rol oynar. Cesitli dokularda bulunur;
KCC1, KCC3 ve KCC4 izoformlarmnin eritrositlerde bulundugu gosterilmistir (Arroyo ve
ark. 2013). Orak eritrositlerde K-Cl kotransport aktivitesinin artmasinin bir¢ok nedeni
vardir. Yik degistirmis Hb varyantlarimin RBC membranina baglandigi ve bu yolagi
etkiledigi diisiiniilmektedir (Romero ve ark. 2004). Bu etkilesim KCC regiilasyonunda bir
kusur olusturur ve kanalin gecikmis inaktivasyonuna yol agar (Bize ve ark. 2003). N-
etilmaleimid ve hidrojen peroksit gibi oksidatif ajanlarla kanalin aktivitesinin arttig
gosterilmistir (Lauf 1985). Urenin de bu kanali uyararak eritrositlerin hizli dehidrasyona
ugramasina neden oldugu in vitro olarak gézlemlenmistir (Joiner CH 2004).

PIEZO 1 (mekanosensitif iyon kanalr): Mekanik uyarilar1 biyolojik sinyallere
cevirirler. Insanda iki tiirii bulunur (PIEZO 1 ve 2). Secici olmayan katyonik (&zellikle
monovalan, divalan katyonlara daha az) iyon kanallaridir (Coste ve ark. 2010,
Gnanasambandam ve ark. 2015). Dolasimda karsilasilan fiziksel gii¢clerin RBC fizyolojisi
tizerindeki etkilerinin ¢ogu belirsizligini korumakla beraber, mekanosensitif iyon kanali
PIEZO 11 aktive ederek bu kuvvetlerin énemli bir etkiye sahip oldugunu gdsterilmistir.
Yapilan calismalarda; PIEZO 1 kanalindan hiicre i¢ine Ca?* girisi, mekanik kuvvetler ve
RBC hacmi arasinda bir baglant1 oldugunu gostermistir. RBC'lerin mekanik kuvvetlere tepki
olarak hacimlerini azaltma yetenekleri, kiiciik ¢apli kilcal damarlar ve dalak
siniizoidlerinden ge¢me yeteneklerini artirabilir (Cahalan ve ark. 2015). Ek olarak,
hacimdeki bu azalmanin, hemoglobini RBC'ler iginde yogunlastirarak ¢evrede O2/CO;
degisimine kolaylik saglamasi miimkiindiir, bu da hemoglobinden oksijen salinimin1 tesvik
edebilir (Rao ve ark. 2009). HbS polimerizasyonun yol agtig1; K™ kayb1 ve Na™‘un hiicre
icine girmesi ile sonuclanan, membran gecirgenliginden biiyiik olasilikla PIEZO 1

sorumludur (Ge ve ark. 2015).
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Band 3: Normal sartlarda hemoglobinin demir atomlar1 ferréz (Fe?") formdadur.
Demir atomu, methemoglobin ve siiperoksit (O%) olusumu sirasinda ferrik (Fe**) forma
doniisiir. Icerdigi demir atomlar1 ferrik formda olan methemoglobinin, O tasima yetenegi
yoktur. Methemoglobin yeniden hemoglobine indirgenmedikce; okside olur ve Once
hemikromlari, daha sonra da Heinz cisimcikleri olarak tanimlanan denatiire hemoglobin
agregatlarini olusturur (Liu ve ark. 1996). HbS oksidasyonu ve polimerleri 6zellikle band 3
(CITHCO3 anyon kanal1) proteininin NH2™ terminaline baglanma egilimi gosterir (Walder ve
ark. 1984). Band 3’te anormal anyon transport aktivitesi goriilir (hiicreye H* girisi).
Yiizeyde band 3 kiimelenmesi meydana gelir ve band 3 proteininin membran yiizeyindeki
hareket kabiliyeti kisitlanir (Spector ve ark. 2016). Band 3'iin kiimelenmesi, oraklagmis
RBC'nin Omriiniin kisalmasina neden olabilen otolog anti-band 3 antikorlariin
baglanmasini tetikler (Arese ve ark. 2005).

Membran hasarinin yarattigi diger problem ise, eritrosit hiicre membraninin
kimyasindaki degisimlerdir. Lipid organizasyonunun bozulmasi, normalde i¢ katmanda
lokalize olan negatif yiikli fosfotidilserinin (PS) eritrosit yiizeyinde belirmesine neden olur.
PS, membranin dis yiizeyinde yer alir. Membran yiizeyindeki degisiklikler makrofaj
yapismasint arttirir. HbS polimerizasyonu, eritrosit membranin lipid ¢ift tabakasi ve
proteinlerinde degisiklige yol acar. Bu degisiklik hiicresel hidrasyonun azalmasina,
hemolize ve anormal hiicre-hiicre etkilesimlerine sebep olur (Mankelow ve ark. 2015) (Sekil
2.3).

Membranda olusan tiim degisiklikler mikropartikiiller (MP) ad1 verilen tek lamelli
vezikiillerin olusmasina yol agar. MP’lar iglerinde yiizey antijenleri, miRNA ve hem gibi
yapilart bulundurup inflamatuvar siirecleri ve oksidatif stresi tetikler (Piccin ve ark. 2007,
Camus ve ark. 2015) (Sekil 2.3).

Ozetle membran yapisinda meydana gelen degisiklikler; anormal katyon
homeostazina, lipid ¢ift tabakanin disfonksiyonuna, intravaskiiler hemolize ve anormal
RBC'nin vaskiiler endotele istenmeyen sekilde yapismasina yol agarak eritrosit dmriiniin
azalmasina sebep olur (Hoover ve ark. 1979). Eritrosit 6zelliklerindeki bu degisiklikler,
damar tikanmasi ve damar i¢i tromboz ile sonuglanarak agrili krizlere ve organ yetmezligine

yol agabilir.
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Sekil 2.3. Deoksijene HbS polimerizasyonu ve oraklagsmus eritrosit (Inal ve Arpaci 2021).

2.4.6 Hemoliz

Orak eritrositler olduk¢a kararsizdir ve Omiirleri ciddi oranda azalir. OHA’da
meydana gelen intravaskiiler (2/3) ve ekstravaskiiler hemoliz (1/3) bir¢ok patofizyolojik
olayin baglangicin1 olusturur. Hemikromlar ve Heinz cisimcikleri hiicre membranina
baglanarak ona zarar verebilirler. Yeterli miktarda olduklarinda eritrositin pargalanmasina
bile neden olabilirler. Serbest hem ise, hemoglobinler arasindaki ¢ekimi indiikleyerek
polimer olusumunu hizlandirir. Hemoliz sonucunda artan plazma hem ve hemoglobin
diizeyleri; iskemi-reperfiizyon hasarina, antioksidanlarin azalmasina, hemikrom, serbest Fe
ve oksijen radikallerinin olusumuna yol agar bdylece oksidatif stres yaratir. Hemoliz,
oksidatif stresin hem sebebi hem de sonucudur (Pan ve ark. 2009).

Nitrik oksit (NO), cesitli biyolojik siire¢lerde gaz halindeki bir sinyal molekiilii ve
efektordiir. Intravaskiiler hemoliz, NO metabolizmasina etkili iki faktdrii (Arginaz 1 ve
Asimetrik dimetil arginin) aciga cikararak NO’in tiikkenmesine yol agar. NO, NO sentaz
(NOS) enzimi tarafindan iretilir. NO'e ek olarak, NOS ayrica siiperoksit anyonu da iiretir.
Bu fenomen, NOS’in kenetlenmemesi (uncoupling) olarak adlandirilir, ¢iinkii siiperoksit
olusumu esas olarak NOS, kofaktorii veya substrati ile birlestirilmediginde meydana gelir.
Bu yolla NO iiretimini engelleyen faktorler ayn1 zamanda oksijen radikallerinin olusumuna

aracilik eder (Luo ve ark. 2014). Arginaz 1, arginini ornitine donistiirerek NO sentezini
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inhibe eder (Morris ve ark. 2005). Asimetrik dimetil arginin (ADMA) endojen bir NOS
inhibitoriidiir, eritrositlerde bol bulunur ve NO olusumunu inhibe eder. Ayrica, ekstraselliiler
Hb ile oksijen radikalleri de, NO’in tiikkenmesine ve biyoyararlaniminin azalmasina yol agar.
Bunlarin yani sira, HbS rolatif olarak anstabil ve prooksidan karakterdedir (Hebbel 1990).
HbS’in otooksidasyonu oksijen radikallerinin artisina sebep olur. Biitiin bu etkenler
sonucunda vazokonstriiksiyon ve kan hiicrelerinin aktivasyonu goriiliir (Landburg ve ark.
2010) (Sekil 2.4).

2.4.7 Immun Sistem Aktivasyonu ve Inflamasyon

Hemoliz sonucu hiicre disina ¢ikan hem ve Hb, dogal bagisiklik sistemini aktive eder
(Kato ve ark. 2017). Hem, eritroblastlardan PGF (placenta growth factor) salinimini uyarir.
PGF, nétrofil iizerindeki VEGFR (vascular endothelial growth factor receptor) ile birleserek
endotelin 1 ve inflamatuvar sitokin salinimini uyarir ve vazokonstriiksiyon olusur. Hem,
notrofilleri aktive ederek NETS (notrofil ekstraselliiler traps) olusumunu indiikler (Gladwin
ve Ofori-Acquah 2014). Toll-like reseptor 4 ve 2 (TLR4, TLR2), OHA’l1 bireylerde yliksek
oranda eksprese edilir. Doku hasar1 ve platelet aktivasyonu sonucu salinan ligandlar, bu
reseptorleri uyararak sitokin salinimina ve NETS olusumuna neden olur (van Beers ve ark.
2015). Lipopolisakkaritler de bu reseptorlere baglandigi i¢in enfeksiyonlar da OHA’da
vazookliiziv krizleri indiikler (Kato ve ark. 2018) (Sekil 2.4).
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2.4.8 Vazookliizyon

Vazookliizyon patofizyolojisinde;  eritrosit-endotel  hiicresi, 16kosit-platelet
etkilesimleri merkezi rol oynar. Endotel hiicreleri muhtemelen; eritrosit, hem, Hb ve ROS
(reaktif oksijen tiirleri)’un direkt temasi sonucu aktive olur (Hebbel 1997). Orak eritrositler
normal eritrositlere oranla daha fazla adezyon molekiilii eksprese ederler ve endotele
yapisma egilimleri vardir (Wagner ve ark. 2004). Eritrosit ve 16kosit adezyonundan; ICAM-
1, VCAM-1, E-Selektin, P-Selektin, CD47, aVB3, PS ve heparin siilfat gibi molekiiller
sorumludur (Setty ve Stuart 1996). Reversibl orak eritrositler irreversibl forma gore endotele
daha fazla yapigsma egilimindedir. Endotel, inflamatuvar mediyatdrleri tiretir ve inflamatuvar
stirecin 6nemli bir bilesenidir. Noétrofiller vazookliizyon patogenezinde onemli bir yere
sahiptir. Notrofiller, aktive endotel tarafindan tiretilen selektinlere yapisarak eritrositleri
baglar. Trombositler; yiiksek seviyelerde P-selektin ve allbp3 integrin eksprese ederek aktif
durumda bulunurlar (Zhang ve ark. 2016). Trombositlerin ¢esitli biyomarkerleri OHA’da
artar  (Trombospondin, CXCL4, B-tromboglobulin). Trombositler, dolasimdaki
heteroselliiler agregatlarda bulunurlar (Dominical ve ark. 2014). Ayrica sitokin salgilayarak

immun sistemi uyarirlar (Davila ve ark. 2015) (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. OHA nin patofizyolojisi (Inal ve Arpaci 2021).
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2.5 Mikro RNA (MiRNA)

miRNA’lar, 18-25 niikleotid uzunlugunda kodlama yapmayan RNA molekiilleridir.
Okaryotlarda gen ekspresyonunun énemli diizenleyicileri olarak kabul edilmektedirler.

On dokuzuncu ylizyilin sonunda, birka¢ 6nemli kesif molekiiler biyoloji ¢aginin
habercisiydi. 1869'da Friedrich Miescher, "niiklein" adim1 verdigi ve oldukga asidik olarak
tanimladig1 bir maddeyi ¢ekirdeklerden izole etti; aslinda DNA'y1 kesfetmisti (Dahm 2005).
1900'lerin basinda, birka¢ bilim adami DNA ve RNA’nin kimyasal bilesimi ve ilk yapilar
ortaya koydu, ancak bu iki molekiil arasindaki biyolojik farkliliklar hala belirgin degildi.

DNA ve RNA arasindaki baglanti; 1950'lerin sonlarinda Elliot Volkin ve Lawrence
Astrachan'in RNA'y1, DNA'dan sentezlenen DNA benzeri bir molekiil olarak tanimlamasiyla
kuruldu (Ochoa 1980, JF ve ark. 2000). Nitekim Rosalind Franklin'in X-1sin1 kristalografik
calismalan sonucunda ve 1953 senesinde James Watson ile Francis Crick tarafindan
DNA'nin ¢ift sarmal yapisinin tanimlanmasindan sonra, 1961'de RNA'nin DNA'dan
proteinlere bilgi akisinda bir ara molekiil olabilecegi dne siiriilmiistiir. Ilk olarak 1958'de
Francis Crick ve daha sonra Frangois Jacob ve Jacques Monod tarafindan tasarlanan
molekiiler Dbiyolojinin santral dogmasi, bir DNA geninin niikleustaki RNA'ya
transkripsiyonunu ve ardindan sitoplazmada gerceklesen protein sentezini igeriyordu. Bilgi
akisinin sadece DNA'dan RNA'ya ve daha sonra RNA'dan proteine ilerleyebilecegi,
proteinden niikleik asitlere asla ilerleyemeyecegi de belirtilmistir (Cobb 2015). RNA'nin
aracilik rolii, modern molekiiler biyolojinin gelisimi i¢in ¢ok dnemli olan yeni bir arastirma
odag1 haline geldi.

Modern biyolojinin en biiyiik siirprizlerinden biri, insan genomunun, toplam genom
dizisinin %2'sinden daha azin1 temsil eden, ~20.000 protein kodlayan genleri igermesi ve
bunlarin ¢ogunlugunun kodlamayan RNA'lara (ncRNA) kopyalanmasidir. Kodlamayan
RNA'lar, memeli genomundan kopyalanan ancak protein kodlama kapasitesi olmayan
fonksiyonel RNA molekiilleridir. Insan genomunun yaklasik %80'i kodlama yapmayan kisa
(miRNA, piRNA, SiRNA, SnRNA, snoRNA, YRNA) ve uzun (linc RNA, NAT, eRNA, circ
RNA, ceRNA) RNA'lardan olusur. 200 niikleotitten biiyiik olan kodlamayan RNA’lar, uzun
kodlamayan RNA olarak adlandirilirken; 200 niikleotitten daha kisa olanlar ise kisa
kodlamayan RNA olarak tanimlanir (Ali ve Grote 2020) (Sekil 2.5). Bu ncRNA'lar kapsamli
bir sekilde incelenmistir ve gen ekspresyonunun diizenlenmesine aracilik ettikleri

bilinmektedir. Son yillarda, IncRNA'lar, transkripsiyondaki rollerine ek olarak bir sinyal,
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kilavuz, yap1 iskelesi ve tuzak molekiiller olarak hareket ederek transkripsiyon sonrasi
diizenlemeye katilan 6nemli molekiiller olarak ortaya ¢ikmistir. ncRNA'larin, DNA
metilasyon modellerinin tanimlanmasinda, baskilamanin yani1 sira kromatin yeniden
sekillenmesinde kritik roller oynadig1 ve dolayisiyla epigenetik sinyallesmede 6nemli bir
etkiye sahip oldugu bilinmektedir. LncRNA'larin ekspresyonu, dokuya ve gelisim asamasina
0zgii bir sekilde diizenlenir ve bunlarin yanlis diizenlenmesi genellikle hastalik olusumu ile

iliskilendirilir (Chen ve Aravin 2015).
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Sekil 2.5. Kodlayan ve kodlamayan RNA smiflandirmast

2.6 MmiRNA Biyogenezi

miRNA’larn ilkin niikleusta, RNA polimeraz Il veya RNA polimeraz 111 enzimleri
tarafindan ~1000nt uzunlugunda olan pri-miRNA (primer miRNA) adi verilen Onciil
transkripti sentezlenir. Pri-miRNA transkriptleri, mikroislemci kompleksi (RNase III Drosha
ve DGCRS8'den olusur) tarafindan tanimir. Tek zincirden olugan pri-miRNA’lar kendi
tizerinde kivrilarak sa¢ tokasi (hairpin) seklini olusturur. Mikroislemci, RNA'lar1 spesifik
olarak boler, 3' uclarinda 2 niikleotidlik ¢ikint1 igeren bir ~60—70 nt 6ncii miRNA'y1 (pre-
miRNA) serbest birakir. Pre-miRNA, Exportin 5 adi verilen niikleer transport reseptor ile

niikleustan sitoplazmaya gider ve Dicer-TRBP-Ago alt birimlerini i¢ceren RISC tarafindan
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taninirlar. Dicer, pre-miRNA’y1 bdliinme bdlgesinden ayirir, boylece RISC ile bir
riboniikleoprotein kompleksi olarak iligkili kalan ~22 nt ¢ift iplikli olgun miRNA (3' ucunda
2 niikleotidlik ¢ikintilar-overhang) iiretir. Iki RNA zinciri, ATP'den bagimsiz bir sekilde
ayrilir. miRNA'nin kilavuz ipligi, aktif RISC kompleksinde Ago ile iliskili kalir ve hedef
mRNA’nin 3' UTR, 5' UTR, ORF veya promotor bolgelerine baglanir. Bunun sonucunda,
translasyonu ya mRNA’y1 baskilayarak ya da mRNA’y1 degrade ederck engeller (Gregory
ve ark. 2005) (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6. miIRNA biyogenezi (Matsuyama ve Suzuki 2019)

2.7 miRNA ve Hematopoez

miRNA’lar, 6karyotlarda 6zellikle hiicre gelisimi, farklilasma ve apoptoziste onemli
rol oynayan gen ekspresyonunun negatif regiilatorleridir. Normal hemapotoezde, hemen
hemen her basamakta hematopoetik farklilasmay1 diizenlerler. Bu nedenle miRNA’larin
anormal ekspresyonu, bir¢ok hematopoetik hastalikla yakindan iliskilidir (Vasilatou ve ark.
2010).

Calismalar; miRNA’larin, niikleuslar1 atilmadan 6nceki erken farklilasma
asamalarinda yer alan eritroblastlarda olustugu ve terminal farklilasmadan sonra olgun
eritrositte kalmaya devam edebilecegini gostermektedir. Olgun HbSS ve HbAA
eritrositlerinin miRNA ifadeleri arasinda anlamli bir fark gézlenmis ve miRNA seviyelerinin

eritroid farklilagsma tizerine etkili oldugu diisiiniilmiistiir (Chen ve ark. 2008).
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HDSS eritrositlerinin internal miRNA diizeylerinin sitma direncinde rol oynadig
gosterilmistir. Hem HbAS hem de HbSS eritrositlerinde spesifik miRNA birikiminin artmast,
P. falciparum'un biiylimesini 6nemli 6l¢lide azaltmistir. miR-451, parazit biiylimesi i¢in
gerekli olan P. falciparum mRNA'arina kovalent baglanmis ve translasyonunu
baskilamistir. Bu sekilde yiiksek diizeyde antimalaryal etki gostermistir.

Eritrositler niikleus icermese de, bu hiicreler bol miktarda miRNA'ya sahiptir.
miRNA'larin gen ekspresyonunu diizenleme potansiyeli géz oOniine alindiginda, P.
falciparum'a gegen 100°den fazla farkli miRNA belirlenmistir. Parazit biiylimesini negatif
olarak modiile eden, 6zellikle iki miRNA'nin (let-7i ve miR-451) orak hiicre eritrositlerinde
zenginlestirildigi gosterilmistir (LaMonte ve ark. 2012).

Eritrosit miRNA'lar1 ayrica Plasmodium enfeksiyonu sirasinda konakgi hiicreler
arasi iletisimde Onemli bir rol oynar. Enfekte eritrosit, kan dolasiminda fonksiyonel
miRNA'lar (miR-451 ve let-7b) ile zenginlestirilmis Ago kompleksleri tasiyan ekstraselliiler
vezikill (EVs)'leri serbest birakir. Bu EVs'ler endotelyal hiicreler tarafindan hiicre igine
alinir. miRNA'lar girdikleri endotel hiicresinin gen ekspresyonunu degistirerek bariyer
Ozelliklerinin degisimine neden olur. Ayrica makrofajlar tarafindan etkili bir sekilde
internalize edilen EVs’lerin gii¢lii bir inflamatuvar yamiti indiikledikleri gosterilmistir
(Mantel ve ark. 2016).

Diizenleyici miRNA'lar, fetal hemoglobinin yetiskin hemoglobine gegcisinin
molekiiler regiilasyonunda rol oynarlar. y zincirinin tiretiminden [ zincirine gegiste dort ana
transkripsiyon faktorii; y ve B genlerinin susturulmasina neden olabilen KLF1, BCL11A,
MYB ve SOX6'dir. Sp/KLF3 ayrica y globin ekspresyonu iizerinde inhibitdr etkisi olan 3
globin ekspresyonunda 6nemli transkripsiyon faktorleridir. KL, eritropoezi ve ayrica globin
genlerinin gegisini etkiler; islevi NFE2/GATAL kompleksi tarafindan indiiklenen, miR-
221/222 ve miR-199b yoluyla inhibe edilir. GATA 1/2, FOG 1 globin lokusuna baglanir ve
y globin ekspresyonunu inhibe eder. Fetal hemoglobini artirmak i¢in kullanilan HU, miR-
26b/-151-3 diizeylerini dogrudan arttirir. ALK4, B globin ekspresyonunu arttirarak eritroid
farklilasmasina katkida bulunur (Saki ve ark. 2016) (Sekil 2.7).

miR-146a’nin, y globin gen eckspresyonunun baskilanmasinda rol oynadigi
distiniilmektedir. Kordon kaninda ve yetiskin kan retikiilositlerinde miRNA
ekspresyonunun karsilagtirilmasi sonucu, miR-146a'nin ekspresyon seviyelerinde farklilik

saptanmistir. miR-146a; yetigkin retikiilositlerinde, kordon kan retikiilositlerine kiyasla
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onemli olgiide daha yiiksek miktarda oldugu bulunmustur ve dolayisiyla y globin gen
ekspresyonunun potansiyel inhibitorii olarak tanimlanmistir (Azzouzi ve ark. 2011).

Eritropoezin ana diizenleyicisi olan eritroid Kriippel benzeri faktér (EKLF/KLF1), v
globin/B globin gen gegisinde rol oynayan bir transkripsiyon faktoriidiir (Siatecka ve Bieker
2011). Yapilan bir ¢alismada; miR-326’nin, EKLF araciligiyla hemoglobin degisimi ve
eritroid farklilagmada rol oynadigi tespit edilmistir. EKLF ekspresyonu, translasyon
diizeyinde 3'UTR'ye baglanan miR-326 tarafindan down regiile edilir. K562 hiicrelerinde
veya CD34+ hematopoetik progenitor hiicrelerde miR-326 asir1 ekspresyonu, EKLF protein
seviyelerinin diigmesine neden olmus ve yiiksek y globin ekspresyonu ile iliskilendirilmistir.
Buna karsin fizyolojik miR-326 seviyelerinin inhibisyonu EKLF'yi arttirdigi ve boylece y
globin ekspresyonunu azalttigi belirtilmistir (Li ve ark. 2018). OHA’da yapilan ¢alisma
olmamasina ragmen miR-326 Ozellikle onkoloji alaninda daha fazla arastirilan bir
molekiildiir. miR-326'nin bir tiimor baskilayici gen olarak hareket edebilecegine ve birgok
kanser tiiriinde timor prognozu ile iliskili olduguna dair 6nemli ¢aligmalar vardir (Pan ve
ark. 2019).

Niikleer iliskili faktor 2 (NRF2), oksidatif stres yanitinda ve hiicresel antioksidan
savunma sisteminde ana faktordiir (Lee ve Johnson 2004). NRF2'nin azalmasi, hiicresel
glutatyon seviyelerinin azalmasina yol acar ve hiicreler oksidatif strese daha duyarli hale
getirir. miR-144, NRF2 inhibe etmek suretiyle siirece katkida bulunur. Orak eritrositlerdeki
yiiksek miR-144 ekspresyonu seviyeleri, NRF2 seviyesini diisiiriir ve bu hiicrelerin oksidatif
strese karsi toleransimi azaltir (Sangokoya ve ark. 2010). miR-144/NRF2 diizenleyici
mekanizmasi, orak eritrositleri oksidatif stres, hemoliz ve daha siddetli anemiye yatkin hale
getirir. Yapilan bir calismada; miR-144’{in asir1 ekspresyonu ile NRF2 gen sessizlestirilmesi
gozlemlenmis ve y globin gen transkripsiyonunun paralel olarak baskilandigi bulunmustur.
(Li ve ark. 2019).

Myb, cesitli dokularda hiicre ¢ogalmasini ve olgunlagsmasini diizenleyen bir
transkripsiyon faktoriidiir. Yapilan arastirmalarda; miR-150"nin MYB mRNA’sin1 inhibe
ederek a globin sentezini ve eritropoezi baskiladigr gosterilmistir (Lu ve ark. 2008, Byon ve
Papayannopoulou 2012). K562 hiicrelerinde, miR-150 down regiilasyonunun eritroid
olgunlagsmay1 etkiledigi gézlemlenmistir (Bruchova-Votavova ve ark. 2010). Ayrica miR-

150 dolayli olarak y globin sentezini arttirarak HbF seviyelerini yiikseltir (Saki ve ark. 2016).

23



miR-221 \ miR-15a
miR-222 miR-26-1
miR-126
a miR-486-3p miR-150
’mnR 199b 5p
miR-451
miR-144 -
miR-26b mik-210
LCRHSs * o .
= @ O ==
muR -96
miR-146a ‘
miR-26b miR-23a/27a miR-24
B globin cluster on chromosome 11 miR-151-3

Sekil 2.7. Diizenleyici miRNA'larn etkisi ile fetal hemoglobinin yetigskin hemoglobine gegiginin molekiiler
regiilasyonu. Artan ve azalan y globin ekspresyonu sirasiyla yesil ve kirmizi kutularda gosterilmistir. (Saki ve
ark. 2016)

2.8 Kilinik

Membranin degismis ve katilasmis yapisi, eritrositlerin veniil endotelyumuna
yapigmasint kolaylastirir. Bu anormallikler vazookliizyon ve hemolizi baglatarak doku
iskemisi, organ harabiyeti gibi hastaligin klinigini olusturan yikici olaylara neden olurlar.
Vazookluziv bilesen genellikle klinik gidisata hakimdir.

Vazookliizyon, degisken klinik belirtilere neden olur. Aralikli vazookliizyon
epizotlari; bag doku, kas ve iskelet sisteminde akut agri, hassasiyet, ates, tasikardi ve
anksiyete ile kendini gosteren iskemik bozukluklar olusturur. Agrili krizler olarak
adlandirilan bu tekrarlayan ataklar, en yaygin klinik belirtilerdir. Sikliklar1 ve siddetleri
biiylik olciide degisir. Agr1 viicudun hemen hemen her yerinde gelisebilir ve birkag saatten
2 haftaya kadar siirebilir. Hastaneye yatmayi gerektiren tekrarlayan krizler (yilda> 3 atak),
kronik end organ hasar1 olusturarak sagkalimi azaltir. Krizleri tetikleyici faktorler arasinda
enfeksiyon, ates, asir1 egzersiz, anksiyete, ani sicaklik degisiklikleri ve hipoksi bulunur
(Darbari ve ark. 2020).

Tekrarlayan iskemik ataklar, oraklasmaya yatkin mikrovaskiiler yataklara sahip

dokular1 yok edebilir. Bu nedenle, dalak islevi siklikla yagamin ilk 18-36 aymnda kaybolur
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ve bu olay 6zellikle pnomokoklara kars1 enfeksiyon duyarlilifina sebep olur. Erken ¢ocukluk
doneminde nadir goriilen dalagin akut vendz tikanikligini (dalak sekestrasyon krizi) tedavi
etmek i¢in acil transfiizyon ve/veya splenektomi gerekebilir. Retina damarlarinin tikanmasi
kanama, neovaskiilarizasyon ve nihayetinde retina dekolmanina neden olabilir. Renal nekroz
yaygin olarak goriiliir ve bobrek yetmezligine yol agar. Kemik ve eklem iskemisi, 6zellikle
femoral veya humerus baglarinin aseptik nekrozuna, kronik artropatiye ve diger ortamlarda
nadiren karsilagilan Salmonella gibi organizmalarin neden olabilecegi osteomiyelite yol
acabilir. El-ayak sendromu, parmaklarin agrili enfarktiisii sonucu olusur. Inme gocuklarda
daha sik goriilmesine karsin yetiskinlerde daha az yaygindir ve genellikle hemorajiktir.
Erkeklerde 6nemli bir komplikasyon, penil vendz ¢ikis yollarmin enfarktiisiine bagl
priapizmdir; kalici1 impotans sik goriilen bir sonugtur. Kronik alt bacak iilserleri muhtemelen
iskemi ve distal dolasimdaki siiper enfeksiyondan kaynaklanmaktadir (Jameson ve ark.
2018).

Akut gdgiis sendromu; gogiis agrisi, tasipne, ates, Oksiiriik ve arteriyel oksijen
satlirasyonunun azalmasi ile karakterize tipik bir klinik durumdur. Pnémoni, pulmoner
emboli, kemik iligi enfarktiisii, kemik iligi embolisi ve miyokardiyal iskemiyi taklit edebilir.
Akut gogiis sendromunun; akciger ve/veya kemik iliginde oraklagsmaya bagli oldugu, agriya
ve gecici pulmoner disfonksiyona neden oldugu diistiniilmektedir. Cogu zaman ayirici tant
yapilamaz. Akciger enfarktiisii ve pndmoni, bu hastalarda altta yatan veya eslik eden en sik
durumlardir. Tekrarlayan akut goglis agrisi ataklari, sagkalimin azalmasi ile
iliskilendirilmistir. Akut olarak, arteriyel oksijen satiirasyonundaki azalma 6zellikle koti
prognoz gostergesidir ¢iinkii biiyiik 6lgekte oraklagsmayi arttirip tablonun koétiilesmesini
saglar. Tekrarlayan pulmoner krizler; pulmoner hipertansiyona ve kor pulmonaleye yol
acarak Oliim riskini arttirir (Jain ve ark. 2017, Sundd ve ark. 2019).

Orak hiicre sendromlari, klinik bulgular1 bakimindan ¢ok ¢esitlilik gosterir. Bazi
hastalar yetiskin yasami boyunca neredeyse asemptomatik kalirken, digerleri erken
cocukluktan itibaren hastaneye yatmay1 gerektiren tekrarlayan Krizlerden muzdariptir. Orak-
talasemi ve orak-HbE hastalari, RBC igindeki diger hemoglobinlerin varliginin iyilestirici
etkileri nedeniyle daha hafif semptomatik olma egilimindedir. Orak hiicre anemisinin yaygin
varyantlarindan biri olan HbSC hastaligi, siklikla daha az hemolitik anemi ve daha fazla

retinopati ve aseptik kemik nekrozu gelisme egilimi ile iliskilendirilmistir. Bununla birlikte,
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cogu bakimdan, klinik belirtiler orak hiicre anemisine benzerdir. Bazi nadir hemoglobin
varyantlarinin oraklagma fenomenini siddetlendirdigi saptanmistir (Jameson ve ark. 2018).

Baz1 ¢alismalarda; OHA’l1 olgular fenotip siniflandirmasi yapmak amaciyla, klinik
ve laboratuvar ol¢timler kullanilarak degerlendirilmistir. Klinik kriterler olarak; yil iginde
hastanedeki yatis giin sayist, y1l i¢inde agir vazookliiziv kriz siklig1, y1l igerisinde aldig1 kan
transfiizyon sayisi, kalga komplikasyonlari varligi, bacak iilseri varligi, hepatobiliyer
komplikasyon varligi, ndrolojik olaylarin varligi, renal bozukluklarin varligt ve BMI
degerleri belirlenmistir. Belirlenen klinik kriterlere gore puanlama yapilmis ve her olgu i¢in
bir fenotip puani olusturulmustur. Bu puanlara gore hastalar asemptomatik, ilimli ve agir
fenotipe ayrilmistir (Mikobi ve ark. 2017). Fenotip siniflamasi, hastalart ana gruplara
ayrrarak genotip ile fenotip arasinda daha saglikli bir baglanti kurmamiza olanak
saglayabilir.

Orak Hiicre Tastyicihigi Klinik Belirtileri: Orak hiicre 6zelligi  genellikle
asemptomatiktir. Anemi ve agrili krizler nadirdir. Nadir goriilen ancak oldukg¢a belirgin bir
semptom, muhtemelen papiller nekroz nedeniyle ergen erkeklerde siklikla ortaya ¢ikan

agrisiz hematiiridir. Izosteniiri, ayni1 siirecin daha yaygin bir tezahiiriidiir (Jameson ve ark.
2018).

29 Tam

Orak hiicre sendromlarindan; hemolitik anemi, periferik yaymada goriilen orak
hiicreler veya Howell-Jolly cisimcikleri veya derece 2 veya 3 cliptositler, sistositler, hedef
hiicreleri, dakriyosit, polikromazi, anizositoz, poikilositoz ve aralikli iskemik agr1 ataklar
varhiginda siiphelenilmektedir (Losek ve ark. 1992). Laboratuvar tanmida 6zellikle
elektroforez ve HPLC altin standarttir. HPLC yonteminde; bir sivida ¢oziinmiis bilesenler,
bir kolon igerisinde bulunan sabit faz ile etkilesime girerek kolon iginde farkli hizlarla
hareket eder. Bilesenlerin degisik zamanlarda kolonu terk ederek birbirlerinden ayrilmasi
prensibine dayanir. HPLC; gida endiistrisi, ¢evre miihendisligi, tip, kimya, ziraat,
farmakoloji gibi, ¢ok cesitli alanlarda saflastirma, tespit etme ve miktar belirlemek igin
kullanilir. Tek bir analizde HbA, ve HbF'in belirlenmesi ve mevcut herhangi bir hemoglobin
varyantinin tanimlanmasim saglar (Rifai ve ark. 2017). Bu analizlerde anormal HbS
bandinin goriilmesi OHA tanisinin konulmasini saglar. Molekiiler yontemler ile de tani

dogrulanabilir. OHA, talasemi ve HbSC hastalig1 farkli prognozlara veya klinik 6zelliklere
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sahip oldugundan, hastanin hemoglobin profilinin tam olarak karakterize edilmesi
onemlidir. Teshis genellikle cocuklukta konulur, ancak ara sira, genellikle bilesik
heterozigot durumlar1 olan hastalar, ergenlik, hamilelik veya erken yetiskin yasamin
baslangicina kadar semptom gelistirmez. Aile iiyelerinin ve potansiyel ebeveynlerin
genotipinin belirlenmesi, genetik danismanlik i¢in kritik neme sahiptir (Hoppe 2013).

2.10 Tedavi

OHH, akut ve kronik komplikasyonlarla seyreden ve viicudun tiim sistemlerini
etkileyen bir hastaliktir. Gliniimiizdeki tedavi yaklasimlart 6ncelikle bu komplikasyonlarin
Oonlenmesine yonelik yapilmaktadir. Terapotik yaklasimlar; ilag tedavisi, eritrosit
transfiizyonu, kok hiicre transplantasyonu, enfeksiyonlarin engellenmesi ve organ hasarinin
(renal, santral sinir sistemi, pulmoner sistem vb.) 6niine gegmek olarak siralanabilir.

OHA’nin patofizyolojisinin iyi anlagilmasina ragmen, mevcut ilag tedavileri
sinirhidir. Uzun yillar boyunca HU, OHA tedavisi i¢in kullanilan tek segenek olarak kalmistir
(Charache ve ark. 1995). Bununla birlikte, FDA (U.S Food and Drug Administration)
tarafindan L-glutamin, crizanlizumab ve volekselotore onay verilmesinin ardindan ilag
tedavilerinde ilerleme kaydedilmistir.

Hidroksiiire kandaki HbF diizeylerinde artisa sebep olur, eritrosit deformabilitesi ve
hidrasyonunu iyilestirir ayrica eritrositlerin vaskiiler endotele adezyonunu da azaltir.
Hidroksiiire ¢ogu hastada HbF diizeylerini artirmasina ragmen, orak eritrositlerde dagilimi
heterojendir. Bu ylizden tedaviden tiim eritrositler ayn1 sekilde fayda goremez (Telen 2016).

L-glutamin, 5 yas ve iizeri pediatrik ve yetigkin hastalarda homozigot OHA'nin akut
komplikasyonlarini azaltmak i¢in 2017 yilinda FDA tarafindan onaylanmistir (Kaufman
2017). L-glutamin, orak eritrositlerin oksidatif hasara duyarliligini azaltmakla ilgili
olabilecek karmasik, dolayl bir etki mekanizmasina sahiptir.

Crizanlizumab, hiimanize, anti-P-selektin monoklonal bir antikordur. Vazookliiziv
Krizleri onledigi bildirilmistir (Ataga ve ark. 2017).

Volekselotor, Hb ve oksijen arasindaki afiniteyi degistirerek etki eder. Hb'nin a
zincirinin N terminalinde yer alan valin amino asidi ile bir kovalent bag (dogada tersinir)
olusumu yoluyla etki eder. Hb'nin allosterik modifikasyonu ile sonuglanir ve oksijen ile Hb

arasindaki afiniteyi arttirir (Vichinsky ve ark. 2019).
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Diger kronik hastalik durumlarinda oldugu gibi, baglangic tedavisine karar verirken
ilactn maliyetini g6z Oniinde bulundurmak Onemlidir. Hidroksiiire; L-glutamin,
crizanlizumab ve vokselotordan ¢ok daha ucuzdur. Vazookliiziv komplikasyonlar ve
hemolitik anemi i¢in baslangi¢ tedavisi olarak muhtemelen daha uygundur. Ancak OHA'nin
karmasik patofizyolojisi ve mevcut farmakolojik tedavilerin sinirli klinik etkinli§i nedeniyle,
tek bir ilacin OHA ile iligkili tiim komplikasyonlar: iyilestirmesi pek olasi degildir. Bu
nedenle, birden fazla ilacin mevcudiyeti, farkl etki mekanizmalarina ve ortiismeyen yan etki
profillerine dayali kombinasyon tedavileri 6n plana ¢ikar. Potansiyel faydalarina ragmen,
coklu ilag¢ kullanimini igeren kombinasyon tedavisi, ¢oklu ilag kullanimina bagli olarak
tedavi planina uyum olasiligini azaltir (Rai ve Ataga 2020).

Eritrosit transflizyonu, hiperviskoziteyi ve demir yiiklenmesini arttirdig1 i¢in total Hb
miktar1 ve hastaligin siddeti géz 6niine alinarak uygulanir (Kapoor ve ark. 2018).

Kok hiicre transplantasyonu sonra, transplant iligkili mortalite %5-10 civarinda olup
asil neden enfeksiyonlar ve graft versus host hastaligidir. Uyumlu dondr bulunmus kiiciik
cocuklarda transplantasyona bagli 6liim orani hala oldukc¢a yiliksek olmasi sebebiyle, OHA
hastalarinda transplantasyon kararini vermek zordur. Iimmunsupresif ila¢ kullaniminin ilerde
goriilen kanser vakalarini arttirdigi gozlemlenmistir (Hsieh ve ark. 2011). Ne yazik ki, sinirli
endikasyonlar, prosediir riskleri ve uygun donér bulunmasindaki zorluklar nedeniyle OHAl1
hastalarin sadece %8,9'u kok hiicre prosediirleri i¢in uygundur (Hsieh ve ark. 2009, Ozdogu
ve Boga 2015).

Enfeksiyonlara, uygun antibiyotik tedavisi ile miidahale edilir. Vazookluziv kriz ve
olusan komplikasyonlar ise hidrasyon, oksijenasyonun saglanmasi ve analjezikler yolu ile
tedavi edilir (Bauer ve ark. 2017).

Orak hiicre hastaligi i¢in gelistirilmekte olan genetik stratejiler; oraklagsma Onleyici
protein kodlayan gen ilavesi, y globin gen baskilayicilarinin susturulmasi yoluyla HbF
indiiksiyonu ve CRISPR/Cas9 gibi yontemlerle mutasyonun diizeltilmesi OHA i¢in ana
yaklasimlardir. Bununla birlikte, gen transfer yontemlerinin diisiik verimli olusu ve
genotoksitite gibi yan etki potansiyelleri klinik deneylere baslamadan 6nce ele alinmasi
gereken kritik konulardir (Demirci ve ark. 2018).

OHA’da klinik siddeti ortaya koyacak biyobelirteglerin tanimlanmasi tedavi
yaklagimi ac¢isindan klinisyenlere 1s1ik tutacaktir. Dolasimdaki miRNA'lar, vaskiiler

belirtilerle iligkili hastaliklarin siddetini isaret edebilen biyobelirtegler olarak tanimlanmigtir
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(Hakimzadeh ve ark. 2015). miRNA’lar, tanisal veya prognostik belirtecler olarak bircok
hastalikta incelenmesine ragmen OHA’da ¢ok az ¢alisma yapilmistir. Calismamizin amact;
OHA hastalarinin miRNA ekspresyon diizeylerinin fenotipi belirleyebilme potansiyellerini
ve saglikli kontrollerle arasindaki farki 6lgmektir. Caligmamizda eritropoez ile baglantilt
olan miRNA’lar; miR-146, miR-326, miR-144 ve miR-150 arastirilmistir.

Sonu¢ olarak; OHA tanimlanan ilk molekiiler hastalik olmasina ragmen
patofizyolojisinde etkin olan faktorler ve klinik ¢esitliligin anlagilmasi ¢ok yenidir. Genetik
bilimi hakkinda bilgilerimiz artttkga, OHH’l1 hastalar igin umut verici gelismeler
yasanmaktadir. Etkin tedavi yaklasimlari gelistirilmesi i¢in hastaligin ardindaki molekiiler

mekanizmalarin tam olarak aydinlatilmasi ve daha fazla ¢alisma yapilmasi gerekmektedir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Calisma Grubu

Bu ¢alismaya Hatay Mustafa Kemal Universitesi Saglik Uygulama ve Arastirma
Hastanesi Hematoloji polikliniginde takip edilen 43 orak hiicre anemi tanili hasta ve 39
saglikli kontrol dahil edildi.

Hatay Mustafa Kemal Universitesi T1ip Fakiiltesi Etik Kurulu’ndan onay alind1 ve
onay belgesi Ek 1°de verildi. Hasta grubu, daha 6nce orak hiicre anemisi tanis1 konulmus,
en az 120 giin transfiizyon almamis ve vazookliiziv kriz epizodunda olmayan bireylerden
olustu. Kontrol grubu ise; benzer yas aralifina sahip, akut veya kronik hastalik tanisi
olmayan, saglikli bireylerden (16 yas iistii, 65 yas alt1 ve gebe olmayan) olustu. Hasta ve

kontrol grubunu olusturan kisilerden onam formu alindi1 ve formlarin 6rnegi Ek 2’de verildi.

3.2 Etik Kurul Onay1

Calismaya dahil edilen orak hiicre anemisi hastalarindan ve saglikli kontrollerden
Helsinki etik konular bildirgesi sartlarina uygun olarak tibbi onam alinmistir. Etik onay icin,
Hatay Mustafa Kemal Universitesi Tayfur Ata Sokmen Tip Fakiiltesi Etik Kurul Baskanlig
tarafindan 27.06.2019 tarih ve 2019/84 protokol kodu ile etik onay alinmustir.

3.3 Orneklerin Toplanmasi

Saglikli kontrollerden ve hasta grubundan, sabah a¢ karnina ve toplam iki (2) tiip
olacak sekilde flebotistler tarafindan vendz kan alindi. Ornekler EDTA’ 11 tiiplere alindiktan
sonra, ayni giin tam kan sayim cihazi vasitasiyla hemogram ¢alisilip HPLC ile hemoglobin
tiplendirilmesi yapildi ve sonuclar kaydedildi. RNA izolasyonu i¢in kullanmilacak kan
ornekleri; alindiktan en ge¢ 2 saat icinde, RNA Saver soliisyonu ile karistirildi ve

etiketlenerek -20°C’de derin dondurucuya koyularak ¢alisma giiniine kadar muhafaza edildi.
3.4 Kullanilan Cihaz ve Kimyasal Malzemeler

Calismada kullanilan kimyasal maddeler ve ticari isimleri Cizelge 3.1°de

gosterilmistir.
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Cizelge 3. 1. Caligmada kullanilan kimyasal maddeler.

Kullanilan Kimyasallar Markasi
Izopropanol Thermo Scientific
Etanol Thermo Scientific
DNAaz/RNAaz free water Thermo Scientific
RNA save soliisyonu Bl

Calismamizda kullanilan cihazlar ve ticari isimleri Cizelge 3.2°de verilmistir.

Cizelge 3. 2. Calismada kullanilan cihazlar.

Kullanilan Cihazlar Markasi

Real-Time PCR Cycler Qiagen, Rotor Gene Q
Thermal Cycler Bio-Rad, T100
Spektrofotometre Thermo, Multiskan GO
HPLC BioRad

Kan sayim cihazi Mindray BC 6800

Vorteks VELP Scientfica, Classic
Sogutmali santrifiij Beckman Coulter, Microfuge 20R
Mikrosantrifiij DAIHAN, Centrifuge CF-5
-20 C Derin dondurucu Bosch

+4 C Derin Dondurucu Bosch

(Calismamizda kullanilan ticari kitler Cizelge 3.3’te verilmistir.

Cizelge 3. 3. Calismada kullanilan ticari kitler.

Ticari kitin ad1 Markasi Katalog No
Quick-RNA™ Miniprep Plus Kit ZymoResearch R1057T, R1057, &R1058
ID3EAL miRNA gPCR Assay MIRXES -

3.5 Orneklerin Calisilmasi

3.5.1 Tam Kan Sayim Ol¢iimii

Tam kan sayimi, Hatay Mustafa Kemal Universitesi Saglik Uygulama ve Arastirma
Hastanesi Biyokimya Laboratuvarinda bulunan tam kan sayimi cihazi kullanilarak

yapilmigstir.
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3.5.2 Hemoglobin Varyant Analizi
3.5.2.1 Yiiksek Basinch Sivi Kromotografisi (HPLC)

Hemoglobin varyant analizi, Hatay Mustafa Kemal Universitesi Saglik Uygulama ve

Arastirma Hastanesi Biyokimya Laboratuvarinda bulunan HPLC cihazi kullanilarak

yapilmigstir.

3.5.3 miRNA Ekspresyon Seviyelerinin Belirlenmesi

3.5.3.1 Ayra¢ Hazirlama

1.
2.

RNA Wash Buffer: 24 ml RNA Wash Buffer’ a, 96 ml %100 etanol eklendi.
DNAaz 1: Lipofilize DNAaz 1’e 275 ml DNAaz/RNAaz free su eklendi ve -20°C’de
saklandi.
Proteinaz K: Proteinaz K hazirland1 ve -20°C’de saklandi (1040 pl Proteinaz K
digestion buffer + 275 ul DNAaz/RNAaz free water kullanildi).

Ornekler daha 6nce adlandirildiklar sekilde, uygun yerlere yazildi ve etiketleme

yapildi.

3.5.3.2 Ornek Hazirlama

1.

OHA hastalarinin ve saglikli kontrollerin kan Orneklerinde miRNA ekspresyon
diizeyleri Olclilmiistiir. Eritrosit miRNA diizeyleri, tam kan miRNA diizeylerinin
¢ogunu olusturur; 16kosit miRNA'lar1 ise tam kan miRNA'larinin nispeten kiigiik bir
boliimiini temsil eder. (Chen ve ark. 2008). Bu nedenle, bu tez ¢alismasinda en dogru
sonuca ulasabilmek adina tam kan drnekleri analiz edilmistir. Ornekler +4 °C*de 15 dk.
bekletilir.

200 pl kan 6rnegi + 200 pl su™ + 800 pul RNA lysis buffer vortekslenir.

200 pl DNA/RNA Shield + 200 pl kan 6rnegi + 8 pl Proteinaz K karistirilarak oda
sicakliginda (20-30 °C) 25 dk. inkiibe edilir.

Kan 6rnegine 1:1 voliim izopropanol eklendi ve vortekslendi (408 ul kan + 408 pl
izopropanol).

Orneklerimiz ilk alindiginda RNA saver soliisyonu i¢inde bekletildigi icin 3 ve 4.

Adim atlandi. Dogrudan RNA izolasyonuna ge¢ildi.

*Su, daima DNAaz/RNAaz free water’1 ifade etmektedir.
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3.5.3.3 RNA izolasyonu

Genomik RNA ekstraksiyonu ticari kit kullanilarak yapildi. Ticari izolasyon Kiti ile

HbSS’li ve HbAA’11 olgularin tam kanindan miRNA izole edilmistir.

1.

10.

11.

12.

Hazirlanan 6rnekten 800 ul, iginde Spin-Away filter (sar1) toplama tiipii igine konuldu
ve 13000xg 30 sn. santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasi toplama tiipli i¢indeki filtre atilarak alt kistmda kalan 6rnek ile
calismaya devam edildi.

Ornek iizerine 200 pl etanol eklenerek iyice karistirildi.

Karigim, toplama tiipii igindeki Zymo-Spin Il CG Column (yesil)’e aktarildi ve
13000xg’de 30 sn. santrifiij edildi. Column tutuldu, altta kalan kisim atildi.

DNAaz I uygulamasi yapildi.

D1:400 pul RNA Wash buffer Column tizerine eklendi ve santrifiij edildi (13000xg 30
sn). Toplama tiiptinde kalan kisim atildu.

D2: 5 pul DNAaz 1 + 75 pl DNA digestion buffer bir tiipte karigtirildi ve karigim
Column’a eklendi.

D3: 15 dk. oda sicakliginda bekletildi.

400 pl RNA Prep Buffer, Column’a eklendi ve santrifiij yapildi (13000xg 30 sn).
Toplama tiiptinde kalan kisim atild1.

700 pl RNA Wash Buffer, Column’a eklendi ve santrifiij yapildi (13000xg 30 sn).
Toplama tiiptinde kalan kisim atildi.

400 pul RNA Wash Buffer, Column’a eklendi ve 13000xg 2 dk santrifiij yapildi.
Column dikkatlice bir ependorf tiipe transfer edildi.

Column tizerine 50 pl su eklendi ve 13000xg 30 sn santrifiij edildi Column atild1, kalan
karistm ¢DNA elde etmek iizere kullanildi (Kullanilincaya kadar <-70 °C‘de

saklanabilir).

3.5.3.4 RNA Kantitasyonu

Saflastirllan RNA oOrneklerinin konsantrasyonu, niikleik asit Olger (Thermo,

Multiskan GO) ile drneklerden 1 pl alinarak belirlendi. CDNA olusturmak i¢in ayni oranda
RNA miktar1 kullanildi.
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3.5.3.5 cDNA Elde Edilmesi

Elde edilen RNA’larin cDNA’ya doniistiiriilmesi i¢in MiRXES ¢DNA sentez Kiti
kullanilmastir.
1. Miiltipleks olarak calisildi. Soguk blok iizerine PCR tiipleri etiketlenerek konuldu.
2. Kitte bulunan miRNA cDNA buffer ve RT primerler oda sicakliginda ¢oziildii.
Cizelge 3.4.’deki oranlara uyularak ayr1 bir tiipe konuldu ve vortekslendi.

Cizelge 3. 4. cDNA eldesinde kullanilan kimyasal ve hacimleri.

Reagents Hacim

Template RNA 12 pL’ye kadar (4pl eklendi.)
mMiRNA cDNA buffer 5 uL

RT primer-1 1 uL

RT primer-2 1 uL

Revers Transkriptaz 1 uL

Niikleaz icermeyen su 20 pL’e kadar (8 pL kullanildi.)
Total Voliim 20 uL

3. Olusturulan master mix’e en son olarak revers transkriptaz eklenerek pipetaj
yapildiktan sonra kisa bir spin yapild1 ve 42 °C’de 30 dk. sonrasinda ise 95 °C’de 5
dakika inkiibe edildi.

3.5.3.6 RT- PCR Analizi

Kantitatif real-time PCR (qPCR) veya kinetik PCR olarak da adlandirilir. DNA'nin
amplifikasyonu, reaksiyonda PCR iiriinliniin miktartyla dogru orantili olarak artan bir
floresan raportdr sinyalinin saptanmasi ve nicelenmesiyle izlenir. Floresan raportor,
floresans algilayan bir termocycler olan RT-PCR makinesinden gelen 1sikla uyarilir ve her
dongtide floresan emisyon miktarini kaydeder. Ek olarak, yliksek hassasiyeti nedeniyle, RT-
PCR, hedef DNA'nin baslangi¢ konsantrasyonunu genis bir dinamik aralikta ve yiiksek
derecede bir hassasiyetle 6l¢ebilir (Green and Sambrook, 2018).

Orak hiicre anemili ve saglikli kontrollerden elde edilen cDNA’lar kalip olarak

kullanilarak miR-146, miR-326, miR-144, miR-150 gen ekspresyon diizeyleri RT-PCR
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yontemi ile saptanmistir. RT-PCR deneyleri {iiretici talimatlart dogrultusunda ticari kit

(Mirxes) kullanilarak yapildi. Housekeeping gen olarak U6 geni kullanildi. Primer ise, ticari

olarak (Mirxes) satin alindi. Spesifik olmayan tiriinler ve primer-dimer varligi, melting curve

analizi yapilarak kontrol edildi. Deneyler ii¢ tekrarli yapildi ve her 6rnek duplike galisildi.

Deney sonuglar1 22T olarak verildi.

1.

w

N o g s

cDNA’y1 1:10 hacim olacak sekilde diliie edildi (5ul cDNA:50 pl niikleaz icermeyen
su).

Karigim vortekslendi.

Cizelge 3.5’e gore karisim hazirlayip toplam hacim 20 pl olacak sekilde ayarlanarak
vortekslendi.

Her 6rnek i¢in ¢alisilan miRNA sayis1 kadar PCR tiipii etiketlendi.

Iclerine 15 pl (master mix, su, miRNA assay) ve 5 pl diliie edilmis cDNA eklendi.
PCR plate’i 30 sn 200g’de santrifiij edildi.

Tiipler cihaza yerlestirilerek asagida belirtilen kosullarda inkiibe edildi (Cizelge 3.7).

Cizelge 3. 5. RT-PCR reaksiyon hacimleri

Reagents Eklenen Hacim/ul (96 well)  Eklenen Hacim/pul(384 well)
MiRNA gPCR Master Mix 10 5
Niikleaz icermeyen su 3 1
MiRNA gPCR Assay 2 1
Diliie cDNA 5 3
Toplam Hacim 20 10

Cizelge 3. 6. RT-PCR reaksiyon dongiileri.

Dongii Sayis1 Sicaklik °C Zaman  Agiklama

95 10 dk. Polimeraz aktivasyonu
1x 40 5 dk.

95 10 sn. Denatiirasyon
4x 60 30 sn. Kaynasma ve uzama
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3.6 Klinik ve Hematolojik Verilerin Toplanmasi

Hastalarin anamnezleri ve fizik muayene bulgular1 kaydedildi. Yas, cinsiyet, BMI

gibi demografik bulgulari; tam kan sayimi, hemoglobin elektroforezi ve fetal hemoglobin

seviyeleri dahil olmak tizere laboratuvar sonuglar toplandi. Segilen her hasta igin boy (cm)

ve agirlik (kg) 6lciildii ve BMI hesaplandi (BMI=agirlik/(boy)? (Kg/m?).

Cizelge 3.7’de yer alan parametrelere gore, ilgili bireysel puanlar kaydedilerek bir

klinik fenotip skoru olusturuldu (Mikobi ve ark. 2017). Bu kriterler, ¢alisma siiresince

hastane kayitlar1 esas alinarak belirlendi. Hastalar; asemptomatik klinik fenotip (skor<5),

tliml1 Klinik fenotip (skor 6 ile 15 arasinda) ve agir klinik fenotip (skor>16) olarak ii¢ gruba

ayrildi.

Cizelge 3. 7. Fenotip skorlamasinda kullanilan parametreler

Parametre

Degisken Skor
Hospitalizasyon ;17 (2)
(giin/y1l) >8 5
y > 0 - 0
Agir VOK (y11) 1-2 2
>3 5
Kan Transfiizyonu 2—2 (2)
(yil) >3 5
. Yok 0
Kalca Komplikasyonlari Var 5
. Yok 0
Bacak Ulseri Var 5
Yok 0
Hepatobiliyer Komplikasyonlar Kolesistektomi(+) 2
Var 5
R Yok 0
Norolojik Olaylar Var 5
Yok 0
Renal Bozukluklar Var 5
19-27 0
BMI <19 2
<5: Asemptomatik
Toplam 6-15: Thmlt
>16: Agir
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3.7 istatistiksel Analiz

Calisma sonucunda elde edilen veriler SPSS 21,0 (Armonk, NY:IBM Corp.) paket
programi kullanilarak analiz edildi. Sayisal degiskenler i¢in ortalama, standart sapma,
medyan, minimum ve maksimum tanimlayici Slgiiler verildi. Gruplarin normal dagilima
uyup uymadiklar1 Shapiro Wilk testi ile belirlendi. Kategorik degiskenlerin iliskisinin
analizinde ki-kare (Pearson, Yates diizeltmeli, Fisher’s Exact ve ¢ok gozlii diizenler igin
Pearson, Likelihood ratio), stirekli degiskenler igin Student-t, Mann Whitney U, ANOVA ve
Kruskal Wallis testleri kullanildi. ANOVA sonrast ikili kiyas i¢in LSD testi, Kruskal Wallis
sonrast Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U testi yapildi. Siirekli degiskenlerin
iliskisinin analizinde Spearman rank korelasyon katsayis1 kullanildi. Istatiksel anlamlilik

diizeyi p<0,05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Hasta ve kontrol 6rneklerimizde Cizelge 4.1°de goriilecegi tizere demografik verileri
inceledik. Calismamiza 43 (%52,4) orak hiicre anemi hastas1 ve 39 (%47,6) saglikli kontrol
olmak tizere toplam 82 birey dahil edilmistir. Grubun cinsiyet dagiliminin %58,5’ini
kadinlar olustururken %41,5’ini de erkekler olusturmustur ve yas ortalamas1 33,12 = 9,73
olarak bulunmustur. Cizelgemizde goriildiigii tizere hasta ve kontrol grubumuzda yas ve

cinsiyet agisindan istatiksel farklilik yoktu (p=0,856, p=0,330).

Cizelge 4. 1. Hasta ve kontrol gruplarin demografik 6zellikleri.

Gruplar
Degiskenler Orak Hasta Kontrol
Cinsiyet n (%) P

Kadin 23 (47,9) 25 (52,1)

0,33
Erkek 20 (58,8) 14 (41,2)

Ort +SH Min - Max Ort +SH Min - Max
Yas 32,44 + 7,99 16 - 59 33,87 £ 11,41 19 - 69 0,856

Pearson Chi Square, Mann Whitney U

Cizelge 4.2°de, ¢alismaya dahil edilen hasta ve kontrol gruplarinin tam kan sayimi
parametreleri karsilastirilmistir. WBC, RBC, Hb, Hct, HbF diizeyleri iki grup arasinda
istatistiksel olarak dnemli derecede anlamli bulundu (p<0,001). MCV ve MCHC diizeyleri
iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0,012, p=0,028). Bunun yan1 sira,
MCH diizeyleri iki grup arasinda istatiksel olarak anlamli bulunmadi (p=0,059).
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Cizelge 4. 2. Hasta ve kontrol gruplarinda tam kan sayim1 parametre diizeylerinin karsilastiriimasi.

Grup
Hasta (n=43) Kontrol (n=39)

Analitler Ort+SH Min-Maks Ort+SH Min-Maks p
WBC 10,99 + 4,01 1,97 - 17,64 7,66 + 1,65 4,49-11,94 <0,001
RBC 3,07 £0,82 1,54 - 4,89 4,78 £ 0,56 3,64-5,99 <0,001

Hb 9,21 £1,76 4,8 -13,2 14,08 + 2,00 9,4-18,20 <0,001

Hct 28,28 + 5,02 15,6 -39,1 42,04 + 5,74 30,7-54,50 <0,001
MCV 95,12+ 16,34 64,9 - 135,5 88,01 £8,33 70-125,00 0,012
MCH 31,02 +5,84 19,7 - 44 29,5 +3,17 20,5-41,80 0,059
MCHC 32,57 +2,18 25-39,7 33,49 + 1,41 29,2-36,00 0,028

HbF 10,15+ 7,21 1,1-32,9 0,47 +0,33 0-1,60 <0,001

Student-t ve Mann Whitney U

Calismaya dahil edilen hasta bireyler arasinda yapilan fenotip siniflamasi sonucu ii¢

grup ortaya ¢ikt1 (asemptomatik, 1limli ve agir). Hasta grubun tam kan sayimi parametreleri
(WBC, RBC, Hb, Hct, MCV, MCH ve MCHC), fenotip siniflart ile karsilastirildi (Cizelge

4.3). Hct diizeyleri ve {i¢ grup arasindaki fark istatiksel olarak anlamli bulundu (p=0,045).
Bunun yani1 sira, WBC, RBC, Hb, MCV, MCH ve MCHC diizeyleri ve ii¢ grup arasindaki
fark istatiksel olarak anlamli bulunmad: (p=0,431, p=0,327, p=0,061, p=0,051, p=0,379,

p=0,352).

Cizelge 4. 3. Orak hiicre anemisi hastalarinda fenotip smiflarmna gére WBC, RBC, Hb, Hct ve eritrosit indisleri.

Fenotip
Asemptomatik (n=10) Ihmh (n=14) Agir (n=19)

Analitler Ort+SH Min-Max Ort+SH Min-Max Ort+SH Min-Max b

WBC 9.88+501  3,27-17,30  10,62+3,85 197-1501  11,84+3,57  4,42-17,64 0,431
RBC 3397+ 1,11  1,54-4,81 3,124 0,66  2,19-4,28 2,85+ 0,72 1,83-489 0,327
Hb 10,33+ 2,51 4,8-13,20 8,72+ 1,16 7,2-10,40 8,98+ 1,46 6,3-11,20 0,061
Hct 31,46+ 7,23 15,6-39,10 26,39+£2,79  21,1-31,80 28,01+ 4,32 19,2-35,50 0,045
MCV 97+ 21,85 69-13550 86,67+ 13,10 64,9-110,30 100,34+13,19 72,5-125,10 0,051
MCH 31,8+ 7,39 21,7-44,00 28,80+ 5,56  19,7-35,30 32,24+ 491 23-40,60 0,379
MCHC 32,76+ 0,97 31-33,90 33,07+2,87  28,3-39,70 32,11+ 2,06 25-35,30 0,352

ANOVA ve Kruskal Wallis
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Calismaya dahil edilen hastalarin fenotip gruplari ile Hct diizeyleri arasinda istatiksel
olarak anlamli farklilik vardi (p=0,045). Ug grubun Hct ile ikili kiyaslanmas1 Cizelge 4.4’de
gosterilmis olup asemptomatik grup ve ilimli grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

bulundu (p=0,014).

Cizelge 4. 4. Orak hiicre anemisi hastalarinda fenotip siniflarina gére Het ikili kiyaslamalar1.

Fenotip p
Asemptomatik Ihmh 0,014
Agir 0,071
Ihmh Asemptomatik 0,014
Agir 0,340
Agir Asemptomatik 0,071
Ihmh 0,340

LSD Pairwise Comparison

Caligsmaya dahil edilen hasta grubunda yer alan {i¢ fenotip sinifi; nétrofil, lenfosit,
monosit ve platelet diizeyleri ile karsilastirild1 (Cizelge 4.5). Notrofil, lenfosit, monosit ve
platelet diizeyleri bakimindan ii¢ grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi

(p=0,467, p=0,943, p=0,348, p=0,139).

Cizelge 4. 5. Fenotipe gore notrofil, lenfosit, monosit ve PLT sayilarmin karsilastirilmasi

Fenotip Neu Lym Mon PLT
Median 6,0450 2,8700 0,6650 309,0000
Asemptomatik  Ort£SH 587+3,19  3,05£1,30 0,75+ 050  374,1+ 234,57
(n=10) Min-Maks  1,51-11,02  1484,64  022-1,65  110-794,00
Median 6,7200 3,2600 1,0200 533,0000
(Ir:':“ilg) Ort+SH 6,64+226  3,18:0,96  1,00£045 566,92+ 273,67
Min-Maks  2,56-9,98 1,63-509  027-1,50  124-1139,00
Median 6,7200 3,3600 0,9500 590,0000
(r?:gig) Ort+SH 7,1742,61 318092 1,00+ 051 629,89+ 422,96
Min-Maks  3,14-1215  107-456  0,14-1,86  188-1974,00
D 0,467 0,943 0,348 0,139

ANOVA ve Kruskal Wallis

Caligsmaya dahil edilen hasta grubu; VOK sayisina gore {i¢ ana gruba ayirildi ve tam
kan sayimi parametreleri ile karsilastirildi (Cizelge 4.6). WBC, RBC, Hb, Hct, MCV, MCH
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ve MCHC degerleri {i¢ grup arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p=0,712,

p=0,178, p=0,911, p=0,467, p=0,375, p=0262, p=0,238).

Cizelge 4. 6. VOK sayisi ile tam kan sayim1 parametrelerinin karsilastirilmasi

VOK WBC RBC Hb Hct MCV MCH  MCHC
Sayisi
Median 11,00 273 9.20 26,75 96,65 31,55 33,55
0 Ort:SH 10.87+4.93 2.88+0,94 94254 27014699 96,55+1839 31,97+6.03 33.13+1,86
n=8 in-
(n=8) m;‘(s 4351730 154-474 4,8-1320 156-39,10 78,4-13550 23,6-44,00 30,1-35,70
Median 11,15 3,14 8,80 27,80 92,80 29,90 32,20
1-2 Ort=SH 1028+3.67 3.42+0.83 9.46+1.81 29.64+490 89.79+19,01 28,79+7.08 31,89+1,70
n=13 in_
(n=13) |\I\//||;r|ls 327-15,78 2737-481 7,7-1290 23,1-38,60 64,9-122,80 19,7-41,20 28,3-34,40
Median 11,85 298 9.30 28,40 96,60 32,05 32,65
>3 Ort=SH 11,45£398 293072 9,14+1.43 27.94+430 97.74+13,75 31994478 32,77+2,50
n=22 in-
(n=22) m;‘;‘(s 1,97-17,64 1,83-489 6,3-11,20 192-3550 72,5-12510  23-40,60  25-39,70
D 0,712 0,178 0,911 0,467 0,375 0,262 0,238

ANOVA ve Kruskal Wallis

Calismaya dahil edilen hasta grubu hidroksiiire ilact kullannomina gore iki gruba

ayrild1 ve bu gruplarin HbF diizeyleri birbiri ile karsilastirildi (Cizelge 4.7). Hidroksiiire

kullanan ve hidroksiiire kullanmayan gruplarin HbF diizeyleri arasinda istatistiksel olarak

anlaml fark saptandi1 (p=0,025).

Cizelge 4. 7. HU kullanimmin HbF diizeyine etkisi

Hidroksiiire Kullaninm

Hidroksiiire Kullanan

Hidroksiiire Kullanmayan

Ort = SH Median

Ort =+ SH

Median

N

HOF 11,24 +7,64

11,40

32

5,95 £3,38

6,00

11 0,025*

Mann Whitney U

Calismaya dahil edilen hasta grubunda hidroksitire ila¢ kullaniminin fenotip

siiflarina etkisi karsilagtinnlldi  (Cizelge 4.8). Hidroksiire kullanan ve hidroksiiire

kullanmayan iki grup ile ii¢ fenotip grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

bulunmad: (p=0,394).
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Cizelge 4. 8. HU kullanimmin fenotip siniflarina etkisi

Hidroksiiire
Hidroksiiire Hidroksiiire

Kullanan Kullanmayan Total p

enotip Asemptomatik N 7 (21,9%) 3 (27,3%) 10(23,3%)
Ihmh N 9 (28,1%) 5 (45,5%) 14(32,6%) 0,394

Agir N 16 (50,0%) 3(27,3%) 19(44,2%)

Total N 32(100,0%) 11(100,0%) 43(100,0%)

Ki-kare test

Caligmaya dahil edilen hasta grup HbF seviyeleri ve fenotip smiflarina gore
karsilastirilmasi Cizelge 4.9°da gosterildi. Asemptomatik, 1liml1 ve agir grup arasinda HbF

seviyeleri istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p=0,014).

Cizelge 4. 9. Fenotiplere gére HbF diizeylerinin kiyaslanmasi

HbF
Fenotip Ort+SH Min-Maks p
AsempLoigHik 15,64 + 10,43 1,9-32,90
(n=10)
Iimli (n=14) 9,6 +5,14 1,1-19,90 0,014
Agir (n=19) 7,68 = 4,92 1,4-16,70
ANOVA

Cizelge 4.10°da, HbF diizeylerinin fenotip siniflarina gore ikili kiyast yapildi.
Asemptomatik grup, ilimli grupla karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli bir fark
bulundu (p=0,034). Asemptomatik grup, agir grup ile karsilastirildiginda istatiksel olarak
anlamli fark bulundu (p=0,004). Iliml1 grup, agir grup ile karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamli fark bulunmadi (p=0,417).

Cizelge 4. 10. Fenotip siniflar1 arasinda ikili kiyas.

Fenotip p
Asemptomatik Ilmh 0,034
Agir 0,004
Asemptomatik 0,034
IImh Agir 0,417
Agir Asemptomatik 0,004
Thmh 0,417

LSD Pairwise Comparison
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Calismaya dahil edilen hasta grubundaki olgularin miRNA ekspresyon seviyeleri 2°
ACt formiiliine gore hesaplandi. Hidroksiiire kullanan hastalar ve kullanmayan hastalar
arasinda miRNA seviyeleri degerlendirildi (Cizelge 4.11). miR-146, miR-326, miR-144,
miR-150 iki grup arasindaki fark istatiksel olarak anlamli bulunmadi (p=0,607, p=0,178,
p=0,480, p=0,974).

Cizelge 4.11. Hasta grupta HU kullanimi ve miRNA ekspresyon diizeylerinin kargilastirilmasi.

Hidroksiiire
HU Kullanan (n=32) HU Kullanmayan (n=11)
Ort+SS Median Ort+SS Median p
miR-146 0,21 £0,38 0,11 0,20 £0,29 0,12 0,607
miR-326 0,11 £0,25 0,01 0,15+0,24 0,06 0,178
miR-144 1,66 +£3,27 0,43 1,53 +£2,18 0,01 0,480
miR-150 1,49 +£2,43 0,36 0,97 £1,00 0,57 0,974

Mann-Whitney U

Hasta grubun, HbF seviyeleri ve miRNA ekspresyon diizeyleri arasinda korelasyon
analizi yapildi (Cizelge 4.12). HbF ile miRNA (miR-146, miR-326, miR-144, miR-150)
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p=0,634, p=0,721, p=0,794, p=0,465).

Cizelge 4. 12. HbF diizeyleri ve miRNA ekspresyon diizeylerinin karsilastirilmast.

Korelasyon

HbF miR-146 miR-326 miR-144  miR-150

Korelasyon ) 499 0,079 -0,064 -0,046 -0,121
Katsayisi

HbF 5 0,634 0,721 0,794 0,465
N 43 39 34 35 39

Spearman's rho

HU kullanmayan hastalarin, HbF seviyeleri ve miRNA ekspresyon diizeyleri
arasinda korelasyon analizi yapildi (Cizelge 4.13). HbF ile miRNA (miR-146, miR-326,
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miR-144, miR-150) arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p=0,751,
p=0,406, p=0,61, p=0,777).

Cizelge 4. 13. HU kullanmayanlarda HbF diizeyleri ve miRNA ekspresyon diizeylerinin karsilastirilmasi.

HbF  miR-146 miR-326 miR-144 miR-150

Korelasyon

1,000 0115  -0,317 -0,214 0,103
katsayisi
HbF 0 0,751 0406 0,61 0,777
N 11 10 9 8 10

Spearman's rho

Fenotip gruplarinin miRNA ekspresyon diizeyleri karsilastirildi (Cizelge 4. 14). miR-
146, miR-326, miR-144 ve miR-150’nin ekspresyon seviyeleri ii¢ grup arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p=0,853, p=0,831, p=0,914 p=0,586).

Cizelge 4. 14. Fenotiplere gore miRNA ekspresyon diizeylerinin kiyaslanmasi.

Fenotip
Asemptomatik Thmh Agir
Ort+SH Median Ort+SH Median Ort+SH Median p
miR-146 0,26 £ 0,41 0,12 0,11 £0,09 0,11 0,25 + 0,44 0,08 0,853
miR-326 0,10+ 0,24 0,01 0,06 + 0,09 0,04 0,20 + 0,34 0,02 0,831
miR-144 1,97 £ 4,12 0,62 1,79 £2,41 0,01 1,30 £ 3,04 0,20 0,914
miR-150 0,88 + 1,56 0,32 1,29+2,06 054 1,71+257 035 0,586

Mann Whitney U test

Hasta ve kontrol grubunun miRNA ekspresyon diizeyleri karsilastirildi (Cizelge 4.
15). miR-146’nin ekspresyon seviyeleri iKi grup arasindaki fark istatistiksel olarak anlaml
bulunmadi (p=0,232). miR-326, miR-144 ve miR-150’nin ekspresyon seviyeleri iki grup
arasinda anlamli bulundu (p=0,004, p<0.001, p=0,004).

Cizelge 4. 15. Hasta ve kontrol gruplarinda miRNA ekspresyon diizeylerinin kryaslanmasi.

Hasta Kontrol
Ort + SH Median Ort + SH Median p
miR-146 0,21+ 0,36 0,11 0,43 +£0,82 0,14 0,232
miR-326 0,12+ 0,25 0,01 0,4+0,63 0,11 0,004
miR-144 1,63+ 3,03 0,31 5,35+6,02 4,22 <0.001
miR-150 1,00+ 1,53 0,36 1,72 £1,76 1,00 0,004

Mann Whitney U test
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5. TARTISMA

Orak hiicre hastaligi, beta globin genindeki mutasyonun neden oldugu ve yasam
beklentisinde 6nemli derecede azalmaya neden olan ciddi bir kalitsal kan hastaligidir. OHA,
tekrarlayan iskemi-reperfiizyon epizodlari ve buna bagli olarak ¢ok sayida hayati organda
lezyon gelisimi ve kronik hemolitik anemi ile karakterizedir. Tam olarak anlasilmayan
mekanizmalar nedeniyle hastaligin seyrinde fenotipik gesitlilik goriiliir (Pecker ve Lanzkron
2021).

OHA en yaygin kalitsal hastaliklardan biridir ve diinya ¢apinda milyonlar1 etkiler.
Hb AS insidansi Tiirkiye'nin giineyindeki Cukurova bolgesinde (Adana, Hatay ve Mersin)
yaklagik %10.0'dir (Yuregir ve ark. 1995). Bolgemizde yasayan Eti Tiirkii olarak
adlandirilan etnik grupta tasiyicilik insidansi1 %3-42 gibi biiyiik oranlar arasinda degiskenlik
gostermektedir (Aluoch ve ark. 1986, Yiiregir ve ark. 1987) . Hatay ili, Tiirkiye’de OHA nin
en sik goriildiigl yerlerden biridir. Bu sebeple OHA ilimiz i¢in biiyiik bir halk sagligi sorunu
olusturmaktadir.

Bu tez ¢aligmasinda OHA hastalarinin ve saglikli kontrollerin kanlarinda miRNA
ekspresyon diizeyleri ol¢iilmiistiir. Eritrositlerin miRNA ekspresyonu, retikiilositlerin ve
l16kositlerinkinden farklidir ancak tam kandaki miRNA ekspresyonunun ¢oguna katkida
bulunur (Chen ve ark. 2008, Juzenas ve ark. 2017). Bu nedenle, bu ¢alismada dogru sonuca
ulasabilmek i¢in tam kan Orneklerini analiz edilmistir.

Mikobi ve arkadaslarinin g¢alismalarinda kullandigi klinik skorlama sistemine
dayanarak fenotip simiflari olusturulmustur ve hastalar asemptomatik, ilimli, agir olmak
lizere ii¢ gruba ayrilmistir (Mikobi ve ark. 2017). miRNA ekspresyon diizeyleri; fenotip
simiflart ile karsilastirilip miRNA’larin  potansiyel biyobelirte¢ olup olamayacagi
arastirllmistir. Ayrica hastalarin ve saglikli kontrollerin hematolojik parametreleri dl¢iiliip
VOK sayisi, fenotip siniflart gibi degiskenlerle karsilastirilmistir. Calismamizda yer alan 43
kisilik hasta popiilasyonu; birgok arastirmaya gore daha fazla olgu icermesi nedeniyle, elde
edilen verilerin saglikli degerlendirilebilmesi i¢in bir avantaj olabilir (Li ve ark. 2019). Hasta
grubun ortalama yas1 32,44 olarak belirlenmistir; bu veri bize hasta survi agisinda yiliksek
gelirli tilkelere benzer hasta popiilasyonuna sahip oldugumuzu gostermistir (Gardner ve ark.
2016). Yasa bagl degisiklikleri minimuma indirmek amaci ile saglikli kontroller, hasta

grubun yaslarina benzer olacak sekilde segilmistir (p=0,856, Cizelge 4.1).
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Bu calismada, hasta ve kontrol gruplarinda tam kan sayimi parametre diizeylerinin
karsilastirildiginda; WBC, RBC, Hb, Hct, HbF, MCV ve MCHC diger ¢alismalarla (Teixeira
ve ark. 2017) paralel olarak istatiksel olarak anlamli bulunmustur. MCH degerleri ise iki
grup arasinda anlamli farkli bulunmamistir (Cizelge 4.2).

Mikobi ve arkadaglarinin yaptigi arastirmada belirledigi klinik skorlama sistemine
(Mikobi ve ark. 2017) dayanarak olusturulan fenotip siniflar1 arasinda tam kan sayimi
parametrelerini karsilastirdigimizda, Het disinda anlamli bir fark olmadig1 gézlemlenmistir.
Hct degerleri, fenotip siniflari arasinda anlamli olarak farkli bulunmustur (p=0,045, Cizelge
4.3). Het’in yapilan ikili kiyas sonucu, asemptomatik ve ilimli grup arasinda anlamli fark
oldugu bulunmustur (p=0,014) (Cizelge 4.4). Yapilan benzer bir ¢alismada; farkl klinik
parametrelerle olusturulan fenotip siniflar1 ve tam kan sayim parametreleri karsilastirilmig
ve bizim g¢aligmamizla uyumlu bir sekilde WBC, Hb, Hct, PLT diizeyleri bakimindan
anlamli bir farklilik bulunamamistir (Khalyfa ve ark. 2016).

Notrofiller dogal bagisiklik sisteminin kritik bir bilesenidir. Dolasimda en bol
bulunan bagisiklik hiicreleri olduklarindan, istilac1 patojenlere karsit bagisiklik korumasi
saglarlar ama ayn1 zamanda inflamatuvar hastaliklar1 da destekleyebilirler (Nauseef ve
Borregaard 2014). Notrofillerin OHA patogenezine dogrudan katilabildigine dair ilk kant,
orak eritrositlerin in vitro olarak nétrofillere baglandigi gézleminden gelir (Hofstra ve ark.
1996). Notrofillerin baslangigta klinik epidemiyolojik ¢alismalarla OHA'da hastalik
ilerlemesini tesvik ettigi 6ne siirtilmiistir. OHA hastalarinin hastalik siddetinde nétrofil
sayilarinin belirgin farkliliklar gosterdigi bulunmustur (Platt ve ark. 1991). Ayni irka sahip
hastalar arasinda yapilan bir ¢aligmada; 6zellikle siddetli klinik belirtileri olan hastalarda
daha yiiksek noétrofil sayilart gozlemlenmistir (Anyaegbu ve ark. 1998). Yapilan
calismalarda; ilging bir sekilde, HU tedavisi, HbF'de saptanabilir bir artis saglamazken, buna
karsin HU tedavisine klinik olarak iyi yanit veren tiim hastalarda notrofil sayis1 azalmistir
(Charache ve ark. 1996, Charache 1997, Saleh ve ark. 1999).

Trombositler, hemostaz igin gereklidir ancak ayni zamanda inflamasyonu da
destekleyebilir (Semple ve ark. 2011). OHA hastalarinda klinik agidan stabil durumda bile
trombosit aktivasyonu yiikselir, bu aktivasyon VOK sirasinda daha da artar (Villagra ve ark.
2007). Aktive trombositler, orak eritrositlerin insan vaskiiler endotelyumuna yapismasini
trombospondin salgilayarak tesvik edebilir. Bu yolla, OHA'da tromboz ve pulmoner
hipertansiyona katkida bulunabilirler (Brittain ve ark. 1993, Villagra ve ark. 2007).
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Trombositler ayrica kiimeler olusturmak igin eritrositlere, monositlere ve notrofillere
baglanabilir ve klinik siddeti daha arttirabilir (Zarbock ve ark. 2007).

Calismamizda noétrofil, lenfosit, monosit gibi bagisiklik sistemi bilesenleri ve
trombositlerin OHA patogenezinde etken olmasi sebebiyle; hastaligin klinik siddeti
tistiindeki etkisi arastirildi. Bu amagla, fenotip siniflarina gore nétrofil, lenfosit, monosit ve
platelet sayilar1 karsilastirilmis fakat istatistiksel olarak anlamli bulunmamuistir (Cizelge 4.5).
HU tedavisinin kan hiicrelerinin diizeyleri iizerindeki etkisi, ¢alismamizin sonuglarini
etkilemis olabilir. HU interferansin1 ortadan kaldirmak daha saglikli bir degerlendirme
yapilmasini saglayabilir.

OHA’da kronik vaskiiler inflamasyon; makrofajlarin, mast hiicrelerinin ve
trombositlerin  salinmasina, multiselliiler adezyona, endotel ve kan hiicrelerinin
aktivasyonuna neden olarak vazookliizyon olusturur (Kaul ve ark. 1989). Vazookliiziv kriz
sayist klinik siddeti arttiran parametrelerden biridir. Yapilan bir ¢aligmada, hemoglobin
konsantrasyonu, WBC, trombosit ve n6trofil sayist gibi hematolojik parametrelerin ortalama
degerleri; yilda 3 ve daha fazla VOK goriilen hasta grubunda, yilda 0-2 VOK gériilen hasta
grubuna gore anlamli derecede yiiksek bulunmustur (Ugwu ve ark. 2017). Ayrica VOK
patofizyolojisinde kan hiicrelerinin 6nemli rol oynamasi sebebiyle, bu ¢alismada VOK
sayisinin tam kan sayimi parametreleri ile olan iligkisini arastirilmig fakat anlamli bir fark
bulunamamustir (Turhan ve ark. 2002, Zhang ve ark. 2016) (Cizelge 4.6).

Calisma esnasinda, hasta grupta bulunan 32 olgu HU tedavisi alirken 11 olgu HU
tedavisi almiyordu. HU’ nin HbF diizeylerini arttirdig1 kanitlanmis olsa da hangi mekanizma
ile bu artis1 gergeklestirdigi tam anlamiyla agiklik kazanmamistir (Lou ve ark. 2009).
Yapilan bir ¢alismada HU kullaniminin HbF diizeylerine etkisi olmadigi gozlemlenmis
(Teixeira ve ark. 2017) olsa da, ¢alismamizda; hasta grupta, HU kullanimi HbF diizeyleri ile
karsilagtirildiginda, bir ¢ok c¢alismaya paralel olarak istatiksel olarak anlamli fark
bulunmustur (p=0,025, Cizelge 4.7) (Mabaera ve ark. 2008, Ware 2010).

Yapilan ¢alismalarda HU nin hospitalizasyonu, VOK sayisini, AGS’nu, transfiizyon
ihtiyacini, inme riskini ve kronik bobrek hastaligi riskini azalttigi gosterilmistir (Charache
ve ark. 1995, Wang ve ark. 2011). Diger bir ¢alismada; HU kullaniminin hospitalizasyon
giin sayisi, kan transfiizyon sikligi, AGS sayis1 gibi parametrelere etkisi gosterilememistir
(Teixeira ve ark. 2017). Bizim ¢alismamizda HU kullaniminin fenotip siniflarina gore

kullanim oranlar1 karsilastirildi ancak anlamli bir fark bulunmamustir (Cizelge 4.8).
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Caligmamizda yaptigimiz fenotip smiflandirmasinda  VOK, transfiizyon sikligi,
hospitalizasyon giin say1s1 gibi diger arastirmalarda HU’nin iyilestirdigi kanitlanan kriterler
olmasina ragmen; fenotip siniflarina etkisi oldugu gozlemlenememistir. HU; ¢ogu hastada
HbF diizeylerini artirmasina ragmen, orak eritrositlerde dagilimi heterojendir. Bu yiizden
tedaviden tiim eritrositler ayn1 sekilde fayda goéremez (Telen 2016). Steinberg ve ark.’1
(2014), toplam HbF seviyelerinin panselliiler dagilimla %30'a ulastig1 takdirde, OHA’nin
fenotipik tedavisinin saglanabilecegini One siirmiislerdir (Steinberg ve ark. 2014).
Calismamizdan ¢ikan sonuglar 15181inda, HU nin ¢oklu faydalar1 olmasina karsin her hastada
ayni klinik iyilesme yanitin1 gostermeyebilecegi kanaatine varildi.

HbF konsantrasyonu, orak hiicre hastaliinda klinik seyrin ana genetik
modifikatoriidiir. HbF’in yiiksek seviyeleri, HbS'in hiicre i¢i polimerizasyonunu engellemek
suretiyle, vazookliiziv ve hemolitik komplikasyonlar1 azaltarak sagkalimi arttirir (Powars ve
ark. 1984). Bu calismada, HbF diizeyinin OHA hastalig1 lizerindeki klinik iyilestirici etkisini
belirlemek i¢in fenotip siniflarma gére HbF diizeyleri kiyaslandi (Cizelge 4.9).
Asemptomatik, 1limli ve agir grup arasinda HbF seviyeleri yoniinden istatistiksel olarak
anlaml1 fark bulundu (p=0,014). Ikili kiyas yapildiginda ise asemptomatik grubun HbF
diizeyleri, iliml1 ve agir gruba gore anlamli derecede yiiksekti (p=0,034, p=0,004, Cizelge
4.10). Bu sonuglar bize yapilan diger caligmalara benzer sekilde HbF diizeylerinin klinik
seyre etkili oldugunu gostermistir. Hastaligin daha hafif seyrettigi asemptomatik grupta da,
HDbF diizeyleri belirgin olarak artmis oldugu gézlemlenmistir.

Tolu ve ark.’nin yaptig1 calismada, HbF seviyeleri ile komplikasyon sayisi arasinda
bir korelasyon bulunamamistir. Kalitsal olarak yiiksek HbF seviyelerinin, hatta %30'a varan
oranlarda bile OHA ile ilgili komplikasyonlar1 tamamen ortadan kaldirmadigini, ancak
sadece baslangiclarin1 geciktirebilecegini ve/veya siddetini azaltabilecegini kanaatine
vartlmistir. Diger yandan, eritrosit i¢indeki HbF dagiliminin, degerlendirilen hastalarin
cogunda heteroselliiler oldugu ve bir¢ogunun yasam boyu HbF'i %30 diizeylerinde fazla
stirdiiremedigidir (Tolu ve ark. 2020). Calismamizda; hasta grupta yer alan, HbF diizeyleri
%30’dan yiiksek sadece iki olgu bulunmakta idi. Bu iki olgunun da asemptomatik grupta yer
almasi, yapilan diger ¢alismalar1 destekler nitelikteydi.

On hasta ile yapilan bir ¢alismada, HU’nin indikledigi miR-210 gibi bazi
miRNA’larin HbF diizeyini arttirdig: bildirilmistir (Sawant ve ark. 2016). Caligmamizda;
hasta grupta HU kullanimi, miRNA ekspresyon seviyeleri ile karsilastirildi (Cizelge 4.11).
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miR-146, miR-326, miR-144, miR-150 iki grup arasindaki fark istatiksel olarak anlamli
bulunmad: (p=0,607, p=0,178, p=0,480, p=0,974).

Bu ¢alismada arastirilan miRNA’lar; miR-146, miR-326, miR-144, miR-150’in, y
globin sentezini inhibe etmek veya inhibisyonunu ortadan kaldirmak suretiyle HbF
diizeylerini etkiledigi gosterilmistir (Saki ve ark. 2016, Li ve ark. 2018, Li ve ark. 2019)
Caligmamizda; HU kullanan ve kullanmayan hasta gruplarinin HbF seviyeleri ve miRNA
ekspresyon diizeyleri arasinda korelasyon arastirildi, anlamli fark bulunamadi (p=0,634,
p=0,721, p=0,794, p=0,465, Cizelge 4.12). Bu sonucun ¢alisma grubunda yer alan hastalarin
cogunlugu HU kullanmasindan dogan, HU interferansi oldugu diisiiniildii ve daha saglikli
sonuglar elde edilebilmesi i¢in bu karsilastirma HU kullanmayanlar arasinda da yapild: fakat
anlamli fark bulunamadi (p=0,751, p=0,406, p=0,61, p=0,777, Cizelge 4.13).

Literatiirde, OHA hastaliginda genotip ve fenotip arasindaki iliskiyi arastiran ¢alisma
sayis1 ¢ok azdir. Simdiye kadar miRNA ekspresyon seviyelerinin klinik fenotiplere etkisini
ele alan, bizim ¢alismamiza benzer tek ¢calisma oldugu tespit edilmistir. HU kullanmayan ve
akut epizotta olmayan OHA hastas1 ¢ocuklar (8-16 yas) arasinda yapilmis olan aragtirmada
vakalar klinik olarak 1limli, intermediate ve agir olarak belirlenmistir. Olgularin eksozomal
miRNA profilinin saglikli kontrollerle karsilastirildiginda, agir grubun (n=8) 1liml1 gruptan
(n=8) farkl1 oldugu bulunmustur. U¢ miRNA ¢esidi agir grupta fazla eksprese edilirken, 141
miRNA ¢esidi 1liml1 grupta daha fazla eksprese edilmistir. Diger hematolojik parametrelerde
(WBC, PLT, Hb, HbF, retikiilosit sayisi, Hct), bizim ¢alismamiza benzer sekilde ii¢ grup
arasinda anlamli bir farklilik saptanmamustir (Khalyfa ve ark. 2016).

Eritropoez; hematopoetik kok hiicre popiilasyonunun farklilagmasini igeren, sinyal
yolaklari, transkripsiyon faktorleri ve miRNA'lar dahil olmak iizere ¢esitli faktorlerden
etkilenen ¢ok adiml1 bir siirectir. miRNA'lar, ¢oklu genlerin transkripsiyon sonrasinda yer
alan karmasik yolaklarin1 kontrol ederek eritropoezi diizenler. Hematopoetik kok
hiicrelerden matiir eritrositlerin gelisiminde miRNA'lar, farklilagma asamasina bagli olarak
degisik sekillerde eksprese edilir ve HbF iiretiminde 6nemli olan transkripsiyon faktorleri
tizerinde etkilidirler (Svasti ve ark. 2010). HbSS nedeniyle eritrositler, HbAA
eritrositlerinden daha gengtir ve Omiirleri daha kisadir, bu ylizden miRNA ekspresyon
paternlerinde farklilik goriilmesi olasidir. Daha o6nceki ¢alismalarda, normal ve orak
eritrositler arasindaki miRNA havuzunda dikkate deger bir farklilik gosterilmistir (Chen ve

ark. 2008). Bizim ¢alismamizda; hasta ve kontrol grubunun miRNA ekspresyon diizeyleri
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karsilastirildi (Cizelge 4. 15). miR-146’nin ekspresyon seviyeleri iki grup arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p=0,232). miR-326, miR-144 ve miR-150nin
ekspresyon seviyeleri iki grup arasinda anlamli bulunmustur (p=0,004, p=<0.001, p=0,004).

Su anki bilgimizle; miR-326 ve OHA’nin iligkisini belirleyen herhangi bir ¢alisma
yapilmamistir. Bizim ¢alismamiz minvalinde yapilan tek ¢alismada; miR-326’nin, insan
eritroid hiicrelerinde EKLF'yi hedefleyerek HbF sentezini diizenledigi ve fizyolojik miR-
326 seviyelerinin, y globin ekspresyonunu azaltarak saglikli insanlarda globin gegisini
sagladig belirtilmistir (Li ve ark. 2018). Aynm1 calismada; retikiilositlerde artan miR-326
ekspresyonunun, P-talasemi major hastalarinda HbF seviyesi ile pozitif korelasyon
gosterdigi fakat saglikli kontrollerde herhangi bir korelasyon gozlenmedigi bildirilmistir.
Bizim ¢alismamizda; hasta grupta HbF seviyeleri ve miR-326 ekspresyon diizeyleri arasinda
korelasyon bulunmamasina ragmen hasta grupta miR-326, saglikli kontrollere gore daha az
eksprese olmustur (p=0,004, Cizelge 4.15). Bu veri agir fenotipe sahip hasta sayisinin
cokluguna (n=19) ve diisiik HbF seviyelerine isaret edebilir. Calisma sayisi ¢ok kisith
oldugu icin saglikli degerlendirme yapilmasi adina daha fazla ¢alisma yapilmalidir.

Artmis miR-144 ekspresyonu, NRF2'nin ekspresyon diizeylerini azalttigi
aragtirmalarda One siiriilmiistir. NRF2'min ekspresyon diizeylerinin azalmasi, orak
eritrositlerin glutatyon seviyelerinde, antioksidan kapasitelerinde ve oksidatif stres
toleranslarinda azalmaya yol agar (Chen ve ark. 2008, Sangokoya ve ark. 2010, LaMonte ve
ark. 2012). Chen ve ark. yaptig1 bir arastirmada; HbAA eritrositler ile karsilastirildiginda
HbSS eritrositlerde, miR-144 ekspresyon diizeyleri belirgin yiiksek saptanmistir (2008).
Bizim ¢alismamizda ise hasta grubun miR-144 ekspresyon diizeyleri, kontrol gruba gore
belirgin azalmist1 (p=<0.001, Cizelge 4.15). HU ’nin miRNA ekspresyon diizeylerine etkisini
arastiran bir ¢alismada; miR-144 seviyeleri, HU kullanimi ile iliskili bulunmustur. Bir
hastanin HU almaya baslamadan onceki miR-144 diizeyleri, HU aldiktan sonraki
diizeylerinden yiiksek bulunmustur (Mnika ve ark., 2019). Mnika ve ark.’nin (2019) yaptig1
calismaya dayanarak; hasta grubun biiyiik ¢ogunlugunun (n=32) HU kullanmasindan dolayz,
HU’nin hasta grupta miR-144 ekspresyon seviyelerini azaltabilecegi kanaatine varild.

Kok hiicreler, kendine benzeyen hiicreler yapabilen, farkli seride hiicreler
olusturabilen hi¢ degisime ugramamis veya ¢ok az farklilasmis ana hiicrelerdir. Kemik
iliginde yer alan hematopoetik kok hiicreler uygun kosullar ve uyaranlar altinda kanda yer

alan lenfositer, miyelositer ve trombositer hiicre hatlarini olustururlar. Yapilan bir
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calismada; saflastirilmis insan gobek kordonu kaninda, miR-150'nin eritroid
progenitorlerine gore megakaryosit-eritroid progenitdr hiicrelerde ve megakaryosit
progenitorlerinde daha fazla eksprese edildigi bulunmustur (Lu ve ark. 2008). Ayrica, miR-
150'nin megakaryosit olusumunu destekledigi; mIiR-150'nin asir1  ekspresyonunun
megakaryositlerde 415 kat artis ve eritroid progenitdr hiicrelerinde %60 azalma ile
sonuclanan hiicre kiiltlirii deneylerinden elde edilen verilerle de desteklenmistir. Buna
karsilik, antagomiR uygulamasi miR-150'nin fonksiyon kayb1 tetiklenmis ve megakaryosit
olusumu azalmistir. Birlikte, bu sonuglar, miR-150'nin megakaryosit-eritroid progenitor
hiicrelerde soy belirlemesini tesvik etmek i¢in 6nemli bir molekiil oldugunu gostermektedir.
Ayrica, hizli eritropoezin gerekli oldugu fenilhidrazin ile indiiklenen akut anemi sirasinda
miR-150 seviyesi ¢arpici bir sekilde azalmis, bu veri de miR-150 ekspresyonunun fizyolojik
ortam tarafindan diizenlendigini diisiindiirmustiir (Lu ve ark. 2008). B-talasemi hastalarinda
yapilan bir calismada; Stres eritropoezinde oldugu gibi, eritroid progenitor hiicrelerin
anemiyi telafi etmek igin artist ve miR-150 seviyeleri ile iligkisi degerlendirilmistir.
Talasemi hasta grubuna oranla, saglikli bireylerin olusturdugu kontrol grupta daha yiiksek
miktarda miR-150'nin eksprese oldugu bulunmustur. Bu nedenle, hasta grupta daha diisiik
miR-150 seviyeleri, anemiyi kompanse etmek i¢in eritroid progenitor liretimini arttirdigi
¢ikarimi yapilmistir (Hojjati ve ark. 2017). OHA ve miR-150 iliskisini arastiran su anki
bilgimize gore herhangi bir ¢calisma yayinlanmamistir. Bizim ¢alismamizda da, Hojjati ve
ark.’na (2017) benzer sekilde saglikli kontrol grubuna oranla hasta grupta miR-150
ekspresyon seviyeleri daha diisiik bulunmustur (p=0,004, Cizelge 4.15). Bu veri bize,
eritroid progenitor hiicreleri arttirmak amaci ile hasta grupta, miR-150 ekspresyon

diizeylerinin diismiis olabilecegini diisiindlirmiistir.
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6. SONUC

Sonug olarak; bu ¢caligmada miR-326, miR-144 ve miR-150’nin hasta grupta, saglikli
kontrollere gore daha az eksprese oldugunu bulduk. Giiniimiize kadar, 6zellikle miR-326 ve
miR-150 ile OHA arasindaki iligskiyi irdeleyen c¢alisma yapilmamis olmasi bizim
arastirmamizin  6zgiinliigiinii  desteklemektedir. Bu gozlemler, miRNA'larin OHA
patofizyolojisinde karmasik diizenleyici yolaklara katkida bulunabilecegini ve klinik
heterojenitenin tanimlanmasina yardimei olabilecegini gostermektedir. miRNA ekspresyon
profillerinin; komplikasyon riskini ve hastalik siddetini tanmimlama becerilerimizi
gelistirmesi muhtemeldir.

Bunun yani sira ¢aligmamizda; HU kullanan hastalarda HbF diizeylerinin anlaml
derecede yiiksek oldugunu goézlemlendi. Bu veriler bize HU’nin HbF diizeylerine olan
etkisini gosterdi. Ayrica, asemptomatik grupta, agir ve 1limli gruba gére daha yiiksek HbF
diizeyleri tespit edildi. Bu bulgular 1sinda klinik siddeti belirleyen ana unsurlardan birinin
HbF diizeyleri oldugu tespit edildi.

HU tedavisi; calismamizda kullanilan farkli parametrelerin diizeylerini etkiledigi i¢cin
gelecek calismalarda HU interferansinin dikkate alinmasi gerekmektedir.

Kisitl olan tedavi segeneklerinin yan etki potansiyelini en aza indirmek amaci ile
akilci yaklasimlar benimsenmelidir. OHA gibi hastaliklarin molekiiler tanis1 konuldugu anda
genotip-fenotip arasindaki iligkiyi agiga ¢ikaracak testler yapilmalidir. Bizim ¢aligmamiz
minvalinde, fazla olgu ile yapilan aragtirmalar; miRNA/hedef mRNA aglarinin tam olarak
tanimlanmasina izin vererek yeni teshis ve prognostik belirte¢lerin yani sira yeni
terapétiklerin tasarlanmasini saglayacaktir. miRNA antisens teknolojisine veya miRNA
taklitlerine dayali yaklasimlar ile HbF indiiksiyonu; orak hiicreli anemide olas1 bir terapotik
secenck olarak gelecek vadetmektedir. Bireysel tedavi planlanmasi ve gereksiz

miidahalelerin engellenmesi i¢in, hastalik seyrinin belirlenmesi 6n plana ¢ikmalidir.
Cahsmamizdaki Kisithhiklar:

HU tedavisi; ¢alismamizda kullanilan farkli  parametrelerin  diizeylerini
etkilemektedir. Bu ¢alismanin kisithiliklarindan biri de, HU kullanmayan popiilasyondaki

bireylerin sayisinin azligidir.
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Calisilan  miRNA’larin  ilgili  hedef genin ekspresyon analizlerinin biitge
yetersizliginden dolay1 yapilamamis olmasi ¢alismamizin 6nemli kisitliliklarindan biridir.
Aym sekilde biitge yetersizligi nedeniyle gerceklestirilemeyen miRNA mimikleri ve anti-
mIiR uygulamalari ile miRNA yolaklarinin saglamali olarak belirlenmesi, hastalik

fizyopatolojisindeki miRNA’larin rollerinin anlasiimasinda 6nemli katki saglayacaktir.

53



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

7 KAYNAKLAR

Ahmed MH, Ghatge MS, Safo MK. Hemoglobin: Structure, Function and Allostery. Subcell
Biochem, 2020, 94: 5.345-382

Aidoo M, Terlouw DJ, Kolczak MS, McElroy PD, ter Kuile FO ve ark. Protective effects
of the sickle cell gene against malaria morbidity and mortality. Lancet, 2002, 359(9314):
s.1311-1312

Ali T, Grote P. Beyond the RNA-dependent function of LncRNA genes. Elife, 2020, 9

Alli N, Coetzee M, Louw V, van Rensburg B, Rossouw G ve ark. Sickle cell disease in a
carrier with pyruvate kinase deficiency. Hematology, 2008, 13(6): s.369-372

ALLISON AC. Protection afforded by sickle-cell trait against subtertian malareal infection.
Br Med J, 1954, 1(4857): 5.290-294

Aluoch JR, Kilin¢ Y, Aksoy M, Yiiregir GT, Bakioglu I ve ark. Sickle cell anaemia among
Eti-Turks: haematological, clinical and genetic observations. Br J Haematol, 1986, 64(1):
s5.45-55

Anyaegbu CC, Okpala IE, Akren'Ova YA, Salimonu LS. Peripheral blood neutrophil count
and candidacidal activity correlate with the clinical severity of sickle cell anaemia (SCA). Eur
J Haematol, 1998, 60(4): 5.267-268

Ardekani AM, Naeini MM. The Role of MicroRNAs in Human Diseases. Avicenna J Med
Biotechnol, 2010, 2(4): s.161-179

Arese P, Turrini F, Schwarzer E. Band 3/complement-mediated recognition and removal of
normally senescent and pathological human erythrocytes. Cell Physiol Biochem, 2005, 16(4-
6): 5.133-146

Arroyo JP, Kahle KT, Gamba G. The SLC12 family of electroneutral cation-coupled
chloride cotransporters. Mol Aspects Med, 2013, 34(2-3): 5.288-298

Ataga Kl, Kutlar A, Kanter J, Liles D, Cancado R ve ark. Crizanlizumab for the Prevention
of Pain Crises in Sickle Cell Disease. N Engl J Med, 2017, 376(5): 5.429-439

Azzouzi I, Moest H, Winkler J, Fauchére JC, Gerber AP ve ark. MicroRNA-96 directly
inhibits y-globin expression in human erythropoiesis. PL0oS One, 2011, 6(7): s.e22838

Bauer DE, Brendel C, Fitzhugh CD. Curative approaches for sickle cell disease: A review
of allogeneic and autologous strategies. Blood Cells Mol Dis, 2017, 67: 5.155-168

Bize I, Taher S, Brugnara C. Regulation of K-CI cotransport during reticulocyte maturation
and erythrocyte aging in normal and sickle erythrocytes. Am J Physiol Cell Physiol, 2003,
285(1): s.C31-38

Bookchin RM, Ortiz OE, Lew VL. Evidence for a direct reticulocyte origin of dense red
cells in sickle cell anemia. J Clin Invest, 1991, 87(1): s.113-124

Brittain HA, Eckman JR, Swerlick RA, Howard RJ, Wick TM. Thrombospondin from
activated platelets promotes sickle erythrocyte adherence to human microvascular
endothelium under physiologic flow: a potential role for platelet activation in sickle cell vaso-
occlusion. Blood, 1993, 81(8): 5.2137-2143

Bruchova-Votavova H, Yoon D, Prchal JT. miR-451 enhances erythroid differentiation in
K562 cells. Leuk Lymphoma, 2010, 51(4): s.686-693

Brugnara C. Sickle cell dehydration: Pathophysiology and therapeutic applications. Clin
Hemorheol Microcirc, 2018, 68(2-3): 5.187-204

Bunn HF. Pathogenesis and treatment of sickle cell disease. N Engl J Med, 1997, 337(11):
5.762-769

Bunn HF, Briehl RW. The interaction of 2,3-diphosphoglycerate with various human
hemoglobins. J Clin Invest, 1970, 49(6): 5.1088-1095

Byon JC, Papayannopoulou T. MicroRNAs: Allies or foes in erythropoiesis? J Cell Physiol,
2012, 227(1): s.7-13

54



22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.
34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

Cahalan SM, Lukacs V, Ranade SS, Chien S, Bandell M ve ark. Piezol links mechanical
forces to red blood cell volume. Elife, 2015, 4

Camus SM, De Moraes JA, Bonnin P, Abbyad P, Le Jeune S ve ark. Circulating cell
membrane microparticles transfer heme to endothelial cells and trigger vasoocclusions in
sickle cell disease. Blood, 2015, 125(24): s.3805-3814

Canatan D (2003). Orak hiicre anemisi. XXX. Ulusal Hematoloji Kongresi, istanbul-Tiirkiye.
Charache S. Mechanism of action of hydroxyurea in the management of sickle cell anemia in
adults. Semin Hematol, 1997, 34(3 Suppl 3): 5.15-21

Charache S, Barton FB, Moore RD, Terrin ML, Steinberg MH ve ark. Hydroxyurea and
sickle cell anemia. Clinical utility of a myelosuppressive "switching" agent. The Multicenter
Study of Hydroxyurea in Sickle Cell Anemia. Medicine (Baltimore), 1996, 75(6): s.300-326
Charache S, Terrin ML, Moore RD, Dover GJ, Barton FB ve ark. Effect of hydroxyurea
on the frequency of painful crises in sickle cell anemia. Investigators of the Multicenter Study
of Hydroxyurea in Sickle Cell Anemia. N Engl J Med, 1995, 332(20): 5.1317-1322

Chen SY, Wang Y, Telen MJ, Chi JT. The genomic analysis of erythrocyte microRNA
expression in sickle cell diseases. PLoS One, 2008, 3(6): s.e2360

Chen YA, Aravin AA. Non-Coding RNAs in Transcriptional Regulation: The review for.
Curr Mol Biol Rep, 2015, 1(1): s.10-18

Cobb M. Who discovered messenger RNA? Curr Biol, 2015, 25(13): s.R526-532
Collaborators GMaCoD. Global, regional, and national age-sex specific all-cause and cause-
specific mortality for 240 causes of death, 1990-2013: a systematic analysis for the Global
Burden of Disease Study 2013. Lancet, 2015, 385(9963): s.117-171

Coste B, Mathur J, Schmidt M, Earley TJ, Ranade S ve ark. Piezol and Piezo2 are
essential components of distinct mechanically activated cation channels. Science, 2010,
330(6000): s.55-60

Dahm R. Friedrich Miescher and the discovery of DNA. Dev Biol, 2005, 278(2): s.274-288
Darbari DS, Onyekwere O, Nouraie M, Minniti CP, Luchtman-Jones L ve ark. Markers
of severe vaso-occlusive painful episode frequency in children and adolescents with sickle cell
anemia. J Pediatr, 2012, 160(2): s.286-290

Darbari DS, Sheehan VA, Ballas SK. The vaso-occlusive pain crisis in sickle cell disease:
Definition, pathophysiology, and management. Eur J Haematol, 2020, 105(3): 5.237-246
Davila J, Manwani D, Vasovic L, Avanzi M, Uehlinger J ve ark. A novel inflammatory
role for platelets in sickle cell disease. Platelets, 2015, 26(8): 5.726-729

Demirci S, Uchida N, Tisdale JF. Gene therapy for sickle cell disease: An update.
Cytotherapy, 2018, 20(7): s.899-910

Dominical VM, Samsel L, Nichols JS, Costa FF, McCoy JP ve ark. Prominent role of
platelets in the formation of circulating neutrophil-red cell heterocellular aggregates in sickle
cell anemia. Haematologica, 2014, 99(11): s.e214-217

Doss JF, Corcoran DL, Jima DD, Telen MJ, Dave SS ve ark. A comprehensive joint
analysis of the long and short RNA transcriptomes of human erythrocytes. BMC Genomics,
2015, 16: 5.952

Dragomir M, Mafra ACP, Dias SMG, Vasilescu C, Calin GA. Using microRNA Networks
to Understand Cancer. Int J Mol Sci, 2018, 19(7)

Embury SH, Clark MR, Monroy G, Mohandas N. Concurrent sickle cell anemia and alpha-
thalassemia. Effect on pathological properties of sickle erythrocytes. J Clin Invest, 1984,
73(1): s.116-123

Embury SH, Dozy AM, Miller J, Davis JR, Kleman KM ve ark. Concurrent sickle-cell
anemia and alpha-thalassemia: effect on severity of anemia. N Engl J Med, 1982, 306(5):
5.270-274

Esteghamat F, Gillemans N, Bilic I, van den Akker E, Cantu I ve ark. Erythropoiesis and
globin switching in compound KIf1::Bcllla mutant mice. Blood, 2013, 121(13): 5.2553-2562
Galkin O, Vekilov PG. Mechanisms of homogeneous nucleation of polymers of sickle cell
anemia hemoglobin in deoxy state. J Mol Biol, 2004, 336(1): s.43-59

55



45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54,

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

Gardner K, Douiri A, Drasar E, Allman M, Mwirigi A ve ark. Survival in adults with
sickle cell disease in a high-income setting. Blood, 2016, 128(10): 5.1436-1438

Gardos G. The function of calcium in the potassium permeability of human erythrocytes.
Biochim Biophys Acta, 1958, 30(3): 5.653-654

Gazouli M, Katsantoni E, Kosteas T, Anagnou NP. Persistent fetal gamma-globin
expression in adult transgenic mice following deletion of two silencer elements located 3' to
the human Agamma-globin gene. Mol Med, 2009, 15(11-12): s.415-424

Ge J,LiW, Zhao Q, LiN, Chen M ve ark. Architecture of the mammalian mechanosensitive
Piezol channel. Nature, 2015, 527(7576): 5.64-69

Gebetsberger J, Polacek N. Slicing tRNAs to boost functional ncRNA diversity. RNA Biol,
2013, 10(12): 5.1798-1806

Ginder GD. Epigenetic regulation of fetal globin gene expression in adult erythroid cells.
Transl Res, 2015, 165(1): 5.115-125

Gladwin MT, Ofori-Acquah SF. Erythroid DAMPs drive inflammation in SCD. Blood,
2014, 123(24): 5.3689-3690

Gnanasambandam R, Bae C, Gottlieb PA, Sachs F. lonic Selectivity and Permeation
Properties of Human PIEZO1 Channels. PLoS One, 2015, 10(5): s.e0125503

Goldberg MA, Husson MA, Bunn HF. Participation of hemoglobins A and F in
polymerization of sickle hemoglobin. J Biol Chem, 1977, 252(10): 5.3414-3421

Gregory RI, Chendrimada TP, Cooch N, Shiekhattar R. Human RISC couples microRNA
biogenesis and posttranscriptional gene silencing. Cell, 2005, 123(4): s.631-640

Hahn Ev, Gillespie Eb. SICKLE CELL ANEMIA: REPORT OF A CASE GREATLY
IMPROVED BY SPLENECTOMY. EXPERIMENTAL STUDY OF SICKLE CELL
FORMATION. Archives of Internal Medicine, 1927, 39(2): 5.233-254

Hakimzadeh N, Nossent AY, van der Laan AM, Schirmer SH, de Ronde MW ve ark.
Circulating MicroRNAs Characterizing Patients with Insufficient Coronary Collateral Artery
Function. PLoS One, 2015, 10(9): 5.e0137035

Hassell KL. Population estimates of sickle cell disease in the U.S. Am J Prev Med, 2010, 38(4
Suppl): 5.5512-521

Hebbel RP. The sickle erythrocyte in double jeopardy: autoxidation and iron
decompartmentalization. Semin Hematol, 1990, 27(1): s.51-69

Hebbel RP. Beyond hemoglobin polymerization: the red blood cell membrane and sickle
disease pathophysiology. Blood, 1991, 77(2): s.214-237

Hebbel RP. Adhesive interactions of sickle erythrocytes with endothelium. J Clin Invest,
1997, 100(11 Suppl): 5.S83-86

Herrick JB. Peculiar elongated and sickle-shaped red blood corpuscles in a case of severe
anemia. 1910. Yale J Biol Med, 2001, 74(3): s.179-184

Hofstra TC, Kalra VK, Meiselman HJ, Coates TD. Sickle erythrocytes adhere to
polymorphonuclear neutrophils and activate the neutrophil respiratory burst. Blood, 1996,
87(10): 5.4440-4447

Hojjati MT, Azarkeivan A, Pourfathollah AA, Amirizadeh N. Comparison of MicroRNAs
Mediated in Reactivation of the gamma-Globin in beta-Thalassemia Patients, Responders and
Non-Responders to Hydroxyurea. Hemoglobin, 2017, 41(2): s.110-115

Hoover R, Rubin R, Wise G, Warren R. Adhesion of normal and sickle erythrocytes to
endothelial monolayer cultures. Blood, 1979, 54(4): 5.872-876

Hoppe CC. Prenatal and newborn screening for hemoglobinopathies. Int J Lab Hematol,
2013, 35(3): 5.297-305

Hsieh MM, Fitzhugh CD, Tisdale JF. Allogeneic hematopoietic stem cell transplantation for
sickle cell disease: the time is now. Blood, 2011, 118(5): 5.1197-1207

Hsieh MM, Kang EM, Fitzhugh CD, Link MB, Bolan CD ve ark. Allogeneic hematopoietic
stem-cell transplantation for sickle cell disease. N Engl J Med, 2009, 361(24): 5.2309-2317
Hiittenhofer A, Schattner P, Polacek N. Non-coding RNAs: hope or hype? Trends Genet,
2005, 21(5): 5.289-297

56



69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

Inal G, Arpact A (2021). Orak Hiicre Anemisinin Molekiiler ve Hiicresel Patofizyolojisi,
Tiirk Klink Biyokimya Dergisi. 19: 089-098.

Jain S, Bakshi N, Krishnamurti L. Acute Chest Syndrome in Children with Sickle Cell
Disease. Pediatr Allergy Immunol Pulmonol, 2017, 30(4): s.191-201

Jameson J, AS. F, D.L. K, S.L. H, D.L. L ve ark. Harrison's Principles of Internal
Medicine. 20. McGraw Hill, 2018,

JF GA,HMJ, T SD, al. e. An Introduction to Genetic Analysis. 7. W. H. Freeman, New York,
2000,

Joiner CH RR, Jiang M, Franco RS. Activation of KCI cotransport by urea induces
dehydration in both sickle and normal reticulocytes. Blood, 2004, 104(11): s.3591-3591
Juzenas S, Venkatesh G, Hiibenthal M, Hoeppner MP, Du ZG ve ark. A comprehensive,
cell specific microRNA catalogue of human peripheral blood. Nucleic Acids Res, 2017,
45(16): 5.9290-9301

Kapoor S, Little JA, Pecker LH. Advances in the Treatment of Sickle Cell Disease. Mayo
Clin Proc, 2018, 93(12): s.1810-1824

Kato GJ, Piel FB, Reid CD, Gaston MH, Ohene-Frempong K ve ark. Sickle cell disease.
Nat Rev Dis Primers, 2018, 4: 5.18010

Kato GJ, Steinberg MH, Gladwin MT. Intravascular hemolysis and the pathophysiology of
sickle cell disease. J Clin Invest, 2017, 127(3): s.750-760

Kaufman MB. Pharmaceutical Approval Update. P T, 2017, 42(10): s.620-621

Kaul DK, Fabry ME, Nagel RL. Microvascular sites and characteristics of sickle cell
adhesion to vascular endothelium in shear flow conditions: pathophysiological implications.
Proc Natl Acad Sci U S A, 1989, 86(9): 5.3356-3360

Khalyfa A, Khalyfa AA, Akbarpour M, Connes P, Romana M ve ark. Extracellular
microvesicle microRNAs in children with sickle cell anaemia with divergent clinical
phenotypes. Br J Haematol, 2016, 174(5): s.786-798

Kuypers FA. Hemoglobin s polymerization and red cell membrane changes. Hematol Oncol
Clin North Am, 2014, 28(2): s.155-179

LaMonte G, Philip N, Reardon J, Lacsina JR, Majoros W ve ark. Translocation of sickle
cell erythrocyte microRNAs into Plasmodium falciparum inhibits parasite translation and
contributes to malaria resistance. Cell Host Microbe, 2012, 12(2): 5.187-199

Landburg PP, Teerlink T, Biemond BJ, Brandjes DP, Muskiet FA ve ark. Plasma
asymmetric dimethylarginine concentrations in sickle cell disease are related to the hemolytic
phenotype. Blood Cells Mol Dis, 2010, 44(4): 5.229-232

Lauf PK. K+:Cl- cotransport: sulfhydryls, divalent cations, and the mechanism of volume
activation in a red cell. J Membr Biol, 1985, 88(1): s.1-13

Lé PQ, Gulbis B, Dedeken L, Dupont S, Vanderfaeillie A ve ark. Survival among children
and adults with sickle cell disease in Belgium: Benefit from hydroxyurea treatment. Pediatr
Blood Cancer, 2015, 62(11): 5.1956-1961

Lee JM, Johnson JA. An important role of Nrf2-ARE pathway in the cellular defense
mechanism. J Biochem Mol Biol, 2004, 37(2): 5.139-143

Lee YT, de Vasconcellos JF, Yuan J, Byrnes C, Noh SJ ve ark. LIN28B-mediated
expression of fetal hemoglobin and production of fetal-like erythrocytes from adult human
erythroblasts ex vivo. Blood, 2013, 122(6): 5.1034-1041

Lew VL, Hockaday A, Sepulveda MI, Somlyo AP, Somlyo AV ve ark.
Compartmentalization of sickle-cell calcium in endocytic inside-out vesicles. Nature, 1985,
315(6020): s.586-589

Li B, Zhu X, Ward CM, Starlard-Davenport A, Takezaki M ve ark. MIR-144-mediated
NRF2 gene silencing inhibits fetal hemoglobin expression in sickle cell disease. Exp Hematol,
2019, 70: 5.85-96.e85

Li Y, Liu D, Zhang X, Li Z, Ye Y ve ark. miR-326 regulates HbF synthesis by targeting
EKLF in human erythroid cells. Exp Hematol, 2018, 63: 5.33-40.e32

57



91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.
105.
106.
107.
108.
1009.

110.
111.

112.

Liu SC, Yi SJ, Mehta JR, Nichols PE, Ballas SK ve ark. Red cell membrane remodeling in
sickle cell anemia. Sequestration of membrane lipids and proteins in Heinz bodies. J Clin
Invest, 1996, 97(1): 5.29-36

Losek JD, Hellmich TR, Hoffman GM. Diagnostic value of anemia, red blood cell
morphology, and reticulocyte count for sickle cell disease. Ann Emerg Med, 1992, 21(8):
5.915-918

Lou TF, Singh M, Mackie A, Li W, Pace BS. Hydroxyurea generates nitric oxide in human
erythroid cells: mechanisms for gamma-globin gene activation. Exp Biol Med (Maywood),
2009, 234(11): 5.1374-1382

Lu J, Guo S, Ebert BL, Zhang H, Peng X ve ark. MicroRNA-mediated control of cell fate
in megakaryocyte-erythrocyte progenitors. Dev Cell, 2008, 14(6): 5.843-853

Luo S, Lei H, Qin H, Xia Y. Molecular mechanisms of endothelial NO synthase uncoupling.
Curr Pharm Des, 2014, 20(22): 5.3548-3553

Mabaera R, West RJ, Conine SJ, Macari ER, Boyd CD ve ark. A cell stress signaling
model of fetal hemoglobin induction: what doesn't kill red blood cells may make them
stronger. Exp Hematol, 2008, 36(9): s.1057-1072

Makani J, Komba AN, Cox SE, Oruo J, Mwamtemi K ve ark. Malaria in patients with
sickle cell anemia: burden, risk factors, and outcome at the outpatient clinic and during
hospitalization. Blood, 2010, 115(2): s.215-220

Mankelow TJ, Griffiths RE, Trompeter S, Flatt JF, Cogan NM ve ark. Autophagic
vesicles on mature human reticulocytes explain phosphatidylserine-positive red cells in sickle
cell disease. Blood, 2015, 126(15): 5.1831-1834

Mantel PY, Hjelmqvist D, Walch M, Kharoubi-Hess S, Nilsson S ve ark. Infected
erythrocyte-derived extracellular vesicles alter vascular function via regulatory Ago2-miRNA
complexes in malaria. Nat Commun, 2016, 7: 5.12727

Matsuyama H, Suzuki HI. Systems and Synthetic microRNA Biology: From Biogenesis to
Disease Pathogenesis. Int J Mol Sci, 2019, 21(1)

Mikobi TM, Lukusa Tshilobo P, Aloni MN, Akilimali PZ, Mvumbi-Lelo G ve ark.
Clinical phenotypes and the biological parameters of Congolese patients suffering from sickle
cell anemia: A first report from Central Africa. J Clin Lab Anal, 2017, 31(6)

Mohandas N, An X. New insights into function of red cell membrane proteins and their
interaction with spectrin-based membrane skeleton. Transfus Clin Biol, 2006, 13(1-2): s.29-
30

Morris CR, Kato GJ, Poljakovic M, Wang X, Blackwelder WC ve ark. Dysregulated
arginine metabolism, hemolysis-associated pulmonary hypertension, and mortality in sickle
cell disease. JAMA, 2005, 294(1): s.81-90

Mozzarelli A, Hofrichter J, Eaton WA. Delay time of hemoglobin S polymerization
prevents most cells from sickling in vivo. Science, 1987, 237(4814): s.500-506

Nauseef WM, Borregaard N. Neutrophils at work. Nat Immunol, 2014, 15(7): s.602-611
Neel JV. The Inheritance of Sickle Cell Anemia. Science, 1949, 110(2846): 5.64-66

Nolan VG, Adewoye A, Baldwin C, Wang L, Ma Q ve ark. Sickle cell leg ulcers:
associations with haemolysis and SNPs in Klotho, TEK and genes of the TGF-beta/BMP
pathway. Br J Haematol, 2006, 133(5): s.570-578

Nolan VG, Wyszynski DF, Farrer LA, Steinberg MH. Hemolysis-associated priapism in
sickle cell disease. Blood, 2005, 106(9): 5.3264-3267

O'Brien J, Hayder H, Zayed Y, Peng C. Overview of MicroRNA Biogenesis, Mechanisms
of Actions, and Circulation. Front Endocrinol (Lausanne), 2018, 9: 5.402

Ochoa S. The pursuit of a hobby. Annu Rev Biochem, 1980, 49: 5.1-30

Olgac U, Kurtcuoglu V. The Bohr Effect Is Not a Likely Promoter of Renal Preglomerular
Oxygen Shunting. Front Physiol, 2016, 7: 5.482

Ozdogu H, Boga C. Hematopoietic Stem Cell Transplantation in Adult Sickle Cell Disease:
Problems and Solutions. Turk J Haematol, 2015, 32(3): 5.195-205

58



113.

114.

115.

116.
117.

118.

110.

120.

121.

122.

123.

124.

125.

126.

127.

128.

129.

130.

131.

132.

133.

134.

Pan W, Uzunova VV, Vekilov PG. Free heme in micromolar amounts enhances the attraction
between sickle cell hemoglobin molecules. Biopolymers, 2009, 91(12): s.1108-1116

Pan YJ, Wan J, Wang CB. MiR-326: Promising Biomarker for Cancer. Cancer Manag Res,
2019, 11:5.10411-10418

Pauling L, Itano HA. Sickle cell anemia a molecular disease. Science, 1949, 110(2865):
5.543-548

Pecker LH, Lanzkron S. Sickle Cell Disease. Ann Intern Med, 2021, 174(1): s.ITC1-ITC16
Piccin A, Murphy WG, Smith OP. Circulating microparticles: pathophysiology and clinical
implications. Blood Rev, 2007, 21(3): 5.157-171

Piel FB, Patil AP, Howes RE, Nyangiri OA, Gething PW ve ark. Global epidemiology of
sickle haemoglobin in neonates: a contemporary geostatistical model-based map and
population estimates. Lancet, 2013, 381(9861): s.142-151

Piel FB, Patil AP, Howes RE, Nyangiri OA, Gething PW ve ark. Global distribution of the
sickle cell gene and geographical confirmation of the malaria hypothesis. Nat Commun, 2010,
1:5.104

Piel FB, Steinberg MH, Rees DC. Sickle Cell Disease. N Engl J Med, 2017, 376(16): 5.1561-
1573

Piel FB, Tatem AJ, Huang Z, Gupta S, Williams TN ve ark. Global migration and the
changing distribution of sickle haemoglobin: a quantitative study of temporal trends between
1960 and 2000. Lancet Glob Health, 2014, 2(2): s.e80-89

Platt OS, Thorington BD, Brambilla DJ, Milner PF, Rosse WF ve ark. Pain in sickle cell
disease. Rates and risk factors. N Engl J Med, 1991, 325(1): s.11-16

Poillon WN, Kim BC. 2,3-Diphosphoglycerate and intracellular pH as interdependent
determinants of the physiologic solubility of deoxyhemoglobin S. Blood, 1990, 76(5): 5.1028-
1036

Powars DR, Weiss JN, Chan LS, Schroeder WA. Is there a threshold level of fetal
hemoglobin that ameliorates morbidity in sickle cell anemia? Blood, 1984, 63(4): s.921-926
Quinn CT. Sickle cell disease in childhood: from newborn screening through transition to
adult medical care. Pediatr Clin North Am, 2013, 60(6): s.1363-1381

R. L (1846). Case of Absence of the Spleen, Southern Journal of Medical Pharmacology. 1:
83.

Rai P, Ataga KI. Drug Therapies for the Management of Sickle Cell Disease. F1000Res,
2020, 9

Rao S, Balint S, Cossins B, Guallar V, Petrov D. Raman study of mechanically induced
oxygenation state transition of red blood cells using optical tweezers. Biophys J, 2009, 96(1):
5.209-216

Rees DC, Williams TN, Gladwin MT. Sickle-cell disease. Lancet, 2010, 376(9757): 5.2018-
2031

Rifai N. Tietz Textbook of Clinical Chemistry and Molecular Diagnostics. 6th. Elsevier,
United States of America, 16th January 2017, s.1888

Rifai N, Horvath, A. R., & Wittwer, C. Tietz textbook of clinical chemistry and molecular
diagnostics. Sixth edition. Elsevier, St. Louis, Missouri, 2018,

Romero JR, Suzuka SM, Nagel RL, Fabry ME. Expression of HbC and HbS, but not HbA,
results in activation of K-CI cotransport activity in transgenic mouse red cells. Blood, 2004,
103(6): 5.2384-2390

Rotter M, Yosmanovich D, Briehl RW, Kwong S, Ferrone FA. Nucleation of sickle
hemoglobin mixed with hemoglobin A: experimental and theoretical studies of hybrid-
forming mixtures. Biophys J, 2011, 101(11): s.2790-2797

Roversi FM, da Cunha AF, Brugnerotto AF, Carazzolle MF, de Albuguerque DM ve
ark. Gene expression analysis of the Brazilian type of hereditary persistence of fetal
hemoglobin: identification of genes that could be related to y-globin activation. Hemoglobin,
2013, 37(6): s.516-535

59



135.

136.

137.

138.

139.

140.

141.

142.

143.

144.

145.

146.

147.

148.

149.

150.

151.

152.

153.

154.

155.

156.

Saki N, Abroun S, Soleimani M, Kavianpour M, Shahjahani M ve ark. MicroRNA
Expression in B-Thalassemia and Sickle Cell Disease: A Role in The Induction of Fetal
Hemoglobin. Cell J, 2016, 17(4): 5.583-592

Saleh AW, Hillen HF, Duits AJ. Levels of endothelial, neutrophil and platelet-specific
factors in sickle cell anemia patients during hydroxyurea therapy. Acta Haematol, 1999,
102(1): s.31-37

Sangokoya C, Telen MJ, Chi JT. microRNA miR-144 modulates oxidative stress tolerance
and associates with anemia severity in sickle cell disease. Blood, 2010, 116(20): s.4338-4348
Sankaran VG, Menne TF, Sé¢epanovi¢ D, Vergilio JA, Ji P ve ark. MicroRNA-15a and -
16-1 act via MYB to elevate fetal hemoglobin expression in human trisomy 13. Proc Natl
Acad Sci U S A, 2011, 108(4): s.1519-1524

Sawant M, S C, Colah R, Ghosh K, Nadkarni A. Does HbF induction by hydroxycarbamide
work through MIR210 in sickle cell anaemia patients? Br J Haematol, 2016, 173(5): s.801-
803

Seakins M, Gibbs WN, Milner PF, Bertles JF. Erythrocyte Hb-S concentration. An
important factor in the low oxygen affinity of blood in sickle cell anemia. J Clin Invest, 1973,
52(2): 5.422-432

Semple JW, Italiano JE, Freedman J. Platelets and the immune continuum. Nat Rev
Immunol, 2011, 11(4): 5.264-274

Setty BN, Stuart MJ. Vascular cell adhesion molecule-1 is involved in mediating hypoxia-
induced sickle red blood cell adherence to endothelium: potential role in sickle cell disease.
Blood, 1996, 88(6): 5.2311-2320

Siatecka M, Bieker JJ. The multifunctional role of EKLF/KLF1 during erythropoiesis.
Blood, 2011, 118(8): 5.2044-2054

Smith CM, Krivit W, White JG. The irreversibly sickled cell. Am J Pediatr Hematol Oncol,
1982, 4(3): 5.307-315

Spector J, Kodippili GC, Ritchie K, Low PS. Single Molecule Studies of the Diffusion of
Band 3 in Sickle Cell Erythrocytes. PLoS One, 2016, 11(9): 5.e0162514

Steinberg MH, Chui DH, Dover GJ, Sebastiani P, Alsultan A. Fetal hemoglobin in sickle
cell anemia: a glass half full? Blood, 2014, 123(4): 5.481-485

Steinberg MH, Embury SH. Alpha-thalassemia in blacks: genetic and clinical aspects and
interactions with the sickle hemoglobin gene. Blood, 1986, 68(5): 5.985-990

Stevens-Simon C, Barrett J, McGregor JA, French J, Persutte W. Short cervix: a cause of
preterm delivery in young adolescents? J Matern Fetal Med, 2000, 9(6): s.342-347

Storz JF, Moriyama H. Mechanisms of hemoglobin adaptation to high altitude hypoxia. High
Alt Med Biol, 2008, 9(2): s.148-157

Sundd P, Gladwin MT, Novelli EM. Pathophysiology of Sickle Cell Disease. Annu Rev
Pathol, 2019, 14: 5.263-292

Svasti S, Masaki S, Penglong T, Abe Y, Winichagoon P ve ark. Expression of microRNA-
451 in normal and thalassemic erythropoiesis. Ann Hematol, 2010, 89(10): 5.953-958
Tallack MR, Perkins AC. Three fingers on the switch: Kriippel-like factor 1 regulation of y-
globin to B-globin gene switching. Curr Opin Hematol, 2013, 20(3): s.193-200

Teixeira RS, Terse-Ramos R, Ferreira TA, Machado VR, Perdiz MI ve ark. Associations
between endothelial dysfunction and clinical and laboratory parameters in children and
adolescents with sickle cell anemia. PLoS One, 2017, 12(9): 5.e0184076

Telen MJ. Beyond hydroxyurea: new and old drugs in the pipeline for sickle cell disease.
Blood, 2016, 127(7): s.810-819

Telfer P, Coen P, Chakravorty S, Wilkey O, Evans J ve ark. Clinical outcomes in children
with sickle cell disease living in England: a neonatal cohort in East London. Haematologica,
2007, 92(7): 5.905-912

Thomas SL, Bouyer G, Cueff A, Egée S, Glogowska E ve ark. lon channels in human red
blood cell membrane: actors or relics? Blood Cells Mol Dis, 2011, 46(4): s.261-265

60



157.

158.

159.

160.

161.

162.

163.

164.

165.

166.

167.

168.

169.

170.

171.

172.

173.

174.

175.

176.

177.

Tolu SS, Reyes-Gil M, Ogu UO, Thomas M, Bouhassira EE ve ark. Hemoglobin F
mitigation of sickle cell complications decreases with aging. Am J Hematol, 2020, 95(5):
s.E122-E125

Turhan A, Weiss LA, Mohandas N, Coller BS, Frenette PS. Primary role for adherent
leukocytes in sickle cell vascular occlusion: a new paradigm. Proc Natl Acad Sci U S A, 2002,
99(5): 5.3047-3051

Ugwu AO, lIbegbulam OG, Nwagha TU, Madu AJ, Ocheni S ve ark. Clinical and
Laboratory Predictors of Frequency of Painful Crises among Sickle Cell Anaemia Patients in
Nigeria. J Clin Diagn Res, 2017, 11(6): s.EC22-EC25

Uzun B (2006). Agrili kriz nedeniyle acil servise bagvuran orak hiicre hastalarinda Tramadol
ile Meperidin’in etkinliginin karsilastirilmasi, Cukurova Universitesi.

van Beers EJ, Yang Y, Raghavachari N, Tian X, Allen DT ve ark. Iron, inflammation, and
early death in adults with sickle cell disease. Circ Res, 2015, 116(2): s.298-306

Vasilatou D, Papageorgiou S, Pappa V, Papageorgiou E, Dervenoulas J. The role of
microRNAs in normal and malignant hematopoiesis. Eur J Haematol, 2010, 84(1): s.1-16
VE. E (1917). A study of the erythrocytes in a case of severe anemia with elongated and sickle-
shaped red blood corpuscles, Arch Intern Med.;: 586-598.

Vekilov PG. Sickle-cell haemoglobin polymerization: is it the primary pathogenic event of
sickle-cell anaemia? Br J Haematol, 2007, 139(2): s.173-184

Vichinsky E, Hoppe CC, Ataga KI, Ware RE, Nduba V ve ark. A Phase 3 Randomized
Trial of Voxelotor in Sickle Cell Disease. N Engl J Med, 2019, 381(6): 5.509-519

Villagra J, Shiva S, Hunter LA, Machado RF, Gladwin MT ve ark. Platelet activation in
patients with sickle disease, hemolysis-associated pulmonary hypertension, and nitric oxide
scavenging by cell-free hemoglobin. Blood, 2007, 110(6): 5.2166-2172

VR. M (1922). Sickle cell anemia, JAMA. 79(16):1318-1320.

Wagner MC, Eckman JR, Wick TM. Sickle cell adhesion depends on hemodynamics and
endothelial activation. J Lab Clin Med, 2004, 144(5): s.260-267; discussion 227-268
Walder JA, Chatterjee R, Steck TL, Low PS, Musso GF ve ark. The interaction of
hemoglobin with the cytoplasmic domain of band 3 of the human erythrocyte membrane. J
Biol Chem, 1984, 259(16): 5.10238-10246

Walker AL, Steward S, Howard TA, Mortier N, Smeltzer M ve ark. Epigenetic and
molecular profiles of erythroid cells after hydroxyurea treatment in sickle cell anemia. Blood,
2011, 118(20): 5.5664-5670

Wang WC, Ware RE, Miller ST, lyer RV, Casella JF ve ark. Hydroxycarbamide in very
young children with sickle-cell anaemia: a multicentre, randomised, controlled trial (BABY
HUG). Lancet, 2011, 377(9778): 5.1663-1672

Ware RE. How | use hydroxyurea to treat young patients with sickle cell anemia. Blood, 2010,
115(26): 5.5300-5311

Watson J. A study of sickling of young erythrocytes in sickle cell anemia. Blood, 1948, 3(4):
5.465-469

Yuregir GT, Arpaci A, Aksoy K, Tuli A, Dikmen N ve ark. Population at risk for
hemoglobinopathies in Cukurova, Turkiye: Need for prenatal diagnosis. Annals of Medical
Sciences, 1995, 4(2): 5.61-69

Yiiregir GT, Donma O, Dikmen N, Isbir T, Cinar M. Population studies of hemoglobin S
and other variants in Cukurova, the southern part of Turkey. Nihon Ketsueki Gakkai Zasshi,
1987, 50(4): s.757-765

Zarbock A, Polanowska-Grabowska RK, Ley K. Platelet-neutrophil-interactions: linking
hemostasis and inflammation. Blood Rev, 2007, 21(2): 5.99-111

Zhang D, Xu C, Manwani D, Frenette PS. Neutrophils, platelets, and inflammatory
pathways at the nexus of sickle cell disease pathophysiology. Blood, 2016, 127(7): s.801-809

61



EKLER

Ek 1. Goniilliilerin Bilgilendirilmis Olur / (Riza) Formu Kontrol Grubu

T.C.
MUSTAFA KEMAL UNIVERSITESI
TAYFUR ATA SOKMEN TIP FAKULTESI
TIBBI ETiK KURULU

Goniilliilerin Bilgilendirilmis Olur / (Riza) Formu Kontrol Grubu

Arastirmanin Konusu: "Orak Hiicre Anemili olgularda miRNA ekspresyon diizeyleri ile

klinik parametreler arasindaki korelasyonun arastiriimasi”

Arastirmanin Amaci: Calismamizda orak hiicre anemili hastalarin kanlarinda miRNA,
HbS ve HDF diizeylerini 6l¢meyi ve olgularin klinik siddetiyle bu verileri karsilastirmayi
amacladik.

Arastirmaya Katilma Siiresi: Ornek alim siiresince

Arastirmaya Katilacak Yaklagik Goniillii Sayisi: 80 (40 hasta, 40 kontrol)

Sayin Goniillii;

"Orak Hiicre Anemili olgularda miRNA ekspresyon diizeyleri ile klinik parametreler
arasindaki korelasyonun arastirilmasi" baglikli miinferit bilimsel arastirma projemize 6rnek
saglamak amaciyla rizanizla sizden iki (2) tiip kan 6rnegi alinacak. Calismamizin orak hiicre
anemi hastaligi ile ilgili yeni tedavi olanaklarina 11k tutmasin1 amagliyoruz. Caligsmaya
katilmaniz rutin tetkiklerinize herhangi bir etkisi olmayacak. Kan oOrnekleri uzman
hemsireler tarafindan almacaktir. Kan 6rnegi alinirken kan alinan boélgede kizariklik
sonrasinda ise morluk olusabilir.

Kanmizda miRNA adi verilen genetik yapinizla ilgili molekiil ve HbS, HbF
(hemoglobin tipleri) diizeyleri bakilacaktir. Bu diizeyleri, orak hiicre anemisi hastalarinin
kan diizeyleri ile karsilastirilip degerlendirilecektir. Yapilan tetkikler sonucunda laboratuvar

degerlerinde anormallik tespit edilmesi durumunda ilgili boliime yonlendirileceksiniz.
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Calismaya goniillii olmaniz durumunda size herhangi bir {icret 6denmeyecek veya
sizden herhangi bir iicret istenmeyecektir. Calismaya katilmak istememeniz durumunda
veya calismanin herhangi bir asamasinda c¢alismadan c¢ikmak istemeniz durumunda
tedavinizde bir degisiklik olmayacaktir.

Saglayacaginiz katki icin tesekkiir eder, acil sifalar dilerim.

Yukaridaki, arastirmadan once goniillilye verilmesi gereken bilgileri igeren metni
okudum. Bana, tanik huzurunda yukarida konusu belirtilen arastirmayla ilgili yazili ve s6zlii
aciklama yapildi. Arastirmaya goniillii olarak katildigimi ve katilmama hakkimin oldugunu,
aragtirma bagladiktan sonra devam etmeyi istememe hakkina sahip oldugum gibi kendi
istegime bakilmaksizin arastirmaci tarafindan aragtirma dist birakilabilecegimi biliyorum.
Bu kosullarda s6z konusu aragtirmaya, hi¢bir baski ve zorlama olmaksizin, kendi rizam ile

katilmay1 kabul ediyorum.

GONULLU

Ad1 Soyadi: Telefon: (0 )

Adresi: Faks: (0 )
Imza

Bilgi Verebilecek Kisi:

VELI, VASI VEYA VEKIL (Kendi rizas1 aliamayan hastalar igin)

Adi1 Soyadz: Telefon: (0 )

Adresi: Faks: (0 )
Imza:

Yakinlig::

ARASTIRMACI
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Adi1 Soyadi: Telefon: (0 )
Adresi: Faks: (0 )

Imza

GEREKTIGINDE GONULLU VEYA YAKINININ BASVURABILECEGI KiSi:

Ad1 Soyadi: Telefon: (0 )

Adresi: Faks: (0 )
Imza

TANIK:

Adi Soyadi: Telefon: (0 )

Gorevi Faks: (0 )

Adresi: Imza:
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Ek 2. Goniillillerin Bilgilendirilmis Olur / (Riza) Formu Hasta Grubu

T.C.
MUSTAFA KEMAL UNIVERSITESI
TAYFUR ATA SOKMEN TIP FAKULTESI
TIBBI ETiK KURULU

Goniilliilerin Bilgilendirilmis Olur / (Riza) Formu

Arastirmanin Konusu: "Orak Hiicre Anemili olgularda miRNA ekspresyon diizeyleri ile

klinik parametreler arasindaki korelasyonun arastirilmasi"

Arastirmanin Amaci: Calismamizda orak hiicre anemili hastalarin kanlarinda miRNA,
HbS ve HDBF diizeylerini 6lgmeyi ve olgularin klinik siddetiyle bu verileri karsilastirmayi
amacladik.

Arastirmaya Katilma Siiresi: Ornek alim siiresince

Arastirmaya Katilacak Yaklasik Goniillii Sayisi: 80 (40 hasta, 40 kontrol)

Sayin Goniillii;

"Orak Hiicre Anemili olgularda miRNA ekspresyon diizeyleri ile klinik parametreler
arasindaki korelasyonun arastirilmasi" baslikli miinferit bilimsel arastirma projemize 6rnek
saglamak amaciyla rizanizla sizden iki (2) tiip kan 6rnegi alinacak. Calismamizin yeni tedavi
olanaklarina 151k tutmasini1 amacliyoruz. Calismaya katilmaniz rutin tetkiklerinize herhangi
bir etkisi olmayacak. Kan ornekleri uzman hemsireler tarafindan alinacaktir. Kan 6rnegi
alimirken kan alinan bolgede kizariklik sonrasinda ise morluk olusabilir.

Kaninizda miRNA adi verilen genetik yapimizla ilgili molekiil ve HbS, HbF
(hemoglobin tipleri) diizeyleri bakilacaktir. Bu diizeylerin, hastalikla ilgili sikayetleriniz ve
klinik durumunuzla ilgisi degerlendirilecektir. Yapilan tetkikler sonucunda laboratuvar
degerlerinde anormallik tespit edilmesi durumunda ilgili bolime yonlendirileceksiniz.

Calismaya goniillii olmaniz durumunda size herhangi bir iicret 6denmeyecek veya

sizden herhangi bir {icret istenmeyecektir. Calismaya katilmak istememeniz durumunda
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veya calismanin herhangi bir agsamasinda c¢alismadan ¢ikmak istemeniz durumunda
tedavinizde bir degisiklik olmayacaktir.

Saglayacaginiz katki i¢in tesekkiir eder, acil sifalar dilerim.

Yukaridaki, arastirmadan once goniillitye verilmesi gereken bilgileri igeren metni
okudum. Bana, tanik huzurunda yukarida konusu belirtilen arastirmayla ilgili yazili ve sozlii
aciklama yapildi. Arastirmaya goniillii olarak katildigimi ve katilmama hakkimin oldugunu,
arastirma basladiktan sonra devam etmeyi istememe hakkina sahip oldugum gibi kendi
istegime bakilmaksizin arastirmaci tarafindan arastirma disi birakilabileceg§imi biliyorum.
Bu kosullarda s6z konusu aragtirmaya, hi¢bir bask1 ve zorlama olmaksizin, kendi rizam ile

katilmay1 kabul ediyorum.

GONULLU

Ad1 Soyadi: Telefon: (0 )

Adresi: Faks: (0 )
Imza

Bilgi Verebilecek Kisi:

VELI, VASI VEYA VEKIL (Kendi rizas1 alinamayan hastalar igin)

Ad1 Soyadi: Telefon: (0 )

Adresi: Faks: (0 )
Imza:

Yakinlhigi:

ARASTIRMACI
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Adi1 Soyadi: Telefon: (0 )
Adresi: Faks: (0 )

Imza

GEREKTIGINDE GONULLU VEYA YAKINININ BASVURABILECEGI KIiS:

Ad1 Soyadi: Telefon: (0 )

Adresi: Faks: (0 )
Imza

TANIK:

Adi1 Soyadi: Telefon: (0 )

Gorevi Faks: (0 )

Adresi: Imza:
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