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GIRTIGS

Hemoglobinin B zincirindeki bir nokta mutasyonu sonu-~
cu (Adenin'in Timin'e defjigmesi ile) olugan orak-hiicre ané-
misi belli bir cografik alana dailmistir ve Szellikle baza
populasyonlarda yaygin olearak bulunur., Eu hastaligin homozi--
got(HbSS) olduju halde klinik ve hematolojik bulgular baki-
maindan bazi kigilerde farkll seyreden gekilleri vardir. Bu
nedenle artik sickle-cell aneminin "Hafif" ve "A§air" olmak
izere iki variasyonu oldufu kabul edilmektedir.

Hafif gidigli olanlarda; klinik ve hematolojik bulgu-
larin daha hafif oluguna ek olarak enfeksiyoulara kargi da
daha direng¢li olduklari gizle nmigtir(5,6,21.23,25)

Afrr gidisliler ise; klinlik ve hematolojik bulgular

daha afjirdar ve bu kigilerde enfeksiyonlara duyarlilik art-

mi3tar.

Orak hlicre anemili hastalarin enfeksiyonlara duyarla-
liklarinin ise immiin fonksiyon bozukluklarina bagla oldugu
ileri stirlilmektedir.lrnedin bu hastalarda opsonin bozukludu
oldudu ileri surhlmugtur(9,1o,l4).Ancak bu g¢aligsmalar agir
seyirli homozigot orak hﬂcre anemili hastalarda yapilmas t1r r
ve hafif seyirli hastaldrdagi immin fonksuyonlarin durumu

bilinmemektedir.



Bu calismadaki amacimaiz, bu iki farkli seklin im-
minolojik fonksiyonlarini normallerle karsilastirmak ve
aralarinda anlamlai bir farkain olup olmadigini gdstermek~

tir,



GENEL BitLelLER

Sickle-Cell anemi: Hemoglobin B zincirindeki glutamik
asidin valin ile yer degistirmesi sonucu ortaya c¢ikan here-
diter bir hemoglobin hastalididir. Farkli yapaidaki bu hemog-
lobin diiglik oksijen ve pH'da eritrositlerin oraklagma81na ve
bunun sonucu olarakta hemolizine yol agar. Hemolizin neden
oldugu kansizlik ve oraklagan hiicrenin kiiglk damarlarda olug-
turdugu mikrotrombuslar hastaligin klinik ve laboratuar bul-
gularinin ortaya ¢ikmasina neden olur.

Hastalik heterozigot ve homozigot olmasina bayli ola-
rak klinik ve laboratuar bulgulari ydninden 6nemli farklar
gosterir(2,13,25).

Heterozigot olanlar hem normal A hemde normal & he-
moglobinini tasirlar(% 35 oraninda S hemoglobini). Eritrosit-
lerindeki hbs fizyolojik kogullarda oraklagmaya izin vermiye-
cek Slglide azdir ve bunun olugabilmesi igin 8nce by hlicrele-
rin oldukga ciddi bir anoksiye maruz kalmalari gerekmektedir.,
Bu durumda ancak su 3 kosulda gergeklegebilir:;

1~ Yiiksek irtifada basingsaiz ugaklarda ugmak

2- Ara sira rastlanan giddetli pnomoni

3~ Anestezi sirasinda istenmeden anoksi olustugu du-

rumlarda.



Bu hastalar genellikle taSiyacadirlar ve fenotipik -
olarak c¢cok &nemli bir bozukluklari yoktur.

Homozigot olanlar ise, hem genotipik hemde fenotipik
olarak hastalik bulgularini gdsterirler. Bu gsahislarda anemi
ile birlikte hastaligin klinik, hematolojik ve patolojik be~
lirtileri gbrUlir, Homozigﬁt sickle-cell aneminin klinik gid-
deti sadece hastadan hastaya dedil dinyanan bir bSlgesinden
digerine de farklilak gﬁsteki}, Bati Hint adalarinda sickle~
cell hastalidi olan bir kadinin(istisnalar hari¢) bu hastali-
g1 cocuklarina gegirmesi nerede ise bir kuraldir, Yani ka-
dinlar eriskin yaga kadar gelebilir ve dodum yapabilirler.
Buyna karsain Orta Afrika'da son zamanlara kadar sickle-cell
anemili bir gocugun birkag¢ yildan fazla yagiyabilmesi c¢ok
nadirdi . Afrika'da yapilan toplum taramalari, yvetigkinler
arasinda yapildigir igin baglangigta sickle=-cell anemiye hig
rastlanmamigsti. Daha sonra Kongo'da bu tip anemisi olan has-
talar ¢ok geng¢ yagta oldlikleri igin yapilan taramalara dahil
olmadiklari anlasilmistir(2,3,13,25).

Bu gozlemlere dayanarak bazi aragtairicilar sickle-
cell hastaliginain birden fazla varigsyonu oldugunu savunmak-—
tadirlar(s,622). tliskili(Linked) veya iliskisiz(unlinked)
genlerin bulunusu ile ag¢iklanmaya c¢alagilan bu farklilik bag-
lica "agair" ve "hafif" seyirli sickle~cell hastalidi olarak
Brtaya ¢ikmaktadar.

Weatheral DJ, ve arkadaglarai, 1972 yilinda homozigot orak
hiicre anemisi olan Suudi Arabistan'li 18 kiside yabtiklarl ca-
ligsmada bu hastalaran klasik orak hiicre anemisi durumunda g&-

riilen komplikasyonlarain ¢ok azini gdsterdiklerini ve hafif



bir iskelet kasi agdrisi disinda Biérbir gikayetleri olmadigi-
ni bildirmiglerdir ve hastaligin bu kigilerde hafif bir ge-
kilde seyrettigini ve bunun bu gahislarda yiiksek miktarda
iiretilen f6tal hemoglobine badli olabillecedini ileri slir-
miglerdir(34).

Yine 1973 yilinda Armond ve arkadaglari bir:galismada
Homozigot orak hiicre anemisi olan bir grup Eti Tirkiini
Afrika'daki tipik orak hiicre ahemisinin giddetli geklinl g&s-
teren hastalarla kargilagtirmiglardir, Eti TlUrklerindeki
aneminin derecesinin genellilile i1lamla oldugunu, abdominal
agri nsbetlerinin sik olmadigini ve bireylerin ¢odunda fﬁtai
hemoglobin seviyesinin % 20 nin Uzerinde oldugunu ve bunlar-
da hastaligin daha hafif bir gsekilde seyrettiini rapor et-
migler. Daha sonra benzer raporlar Kuweyt ve Suudi Arabistan-
da bildirilmigtir, '

Hafif seyirli sickle-cell hastaligi durumunda; Hasta—-
lar homozigot oldulilari halde orta derecede anemileri wve bu-
na uygun henoglobin ve hematokrit deferlerini gdsterirler.
Hastalarin £0tdl hemoglobinleri genellikle ve dedisik dere-
celerde yliksektir, Klinik olarak hastalik nisbeten daha ha-
fif gidislidir(5,22,23 ). HbF, HbS'nin polimerizasyonunu
inhibe ettigi ig¢in F'den zengin hiicrelerde oraklasma olmaz.
F'den fakir hlicrelerde ise irreversibl oraklagsma olur., Bu -~
rigit hicreler dolagamdan toplanir ve yok edilirler,

AJir seyirli sickle-cell hastalifinda ise; Hastalarain
foétal hemoglobinleri genellikle digilik, beyaz hliicre ve trom-

bositleri artmig, hafif varianta ¢tre hemoliz giddeti ve buna



bayjli olarak heamatopoetik aktivitelir yilksektir. Klinik ola-
rakta sickle-cell bastalifinin klasik belirtilerini gdste-.
rirler( 3,13,22,23,25,26).

Orak hiicre anemili hastalarin hematolojik bulgularzi:
Hemoglobin miktari g¢egitli derecelerde genellikle afir ane-
mi oldufunu gdsterir(5-9 ¢r/100 ml.dir).

Periferik kan yaymalarinda parsiyel olarak oraklas-
mig hlicreler muz veya uzay 4qermilerine benzer bir gSriinlimde-
dirler.Bazen target hiicreleri de gtriilir. tlastalar oraklagma
krizine girmedikleri slirece in-vitro ortarda elde edilen
hiicre preparasyonlarinda oldudju kadar tam bir oraklagma g&s-
termezler. Penjenli kanda genellikle gekirdekli eritrosit-
ler mevcuttur. fomplike olmayan bir orak hifcre tagiyicisi-
nin kan yaymasi ise genellille normal veya normale yakandar,
Lskosit sayimi oldukga yUksek‘olabilir(Bk= 30.000) Trombo-
sitler normal sayadadirlar. Dr.llac Gilbon orak hiicre anemi-
li hastalarin takibinde, kriz sirasanda trombosit sayisainan
genellikle geglci olarak dligtiidi, iyilegme doneminde de her
zamanki seviyesinin iizerine gaktadini gdstermigtir(13,25).

Hemolitik slire¢le beraber indirekt bilirubin dilzeyi
artar. Idrarda Urobilinojen artmigtar.

Orak hicre anemili hastal;;iﬁ elekfroforezinde; he~
moglobinin biyiik bir kaismi HbS tipindedir(25).

Sickle~cell anemi kronik hemolitik bir anemidir. ﬁi-
Jer anemilerde oldufju gibi ﬂastallﬁln gidig stiresince aplas-
tik krizler olabilir. Bu durumda kemik 11ig§i tiikenmig, kan
vapami durmusg, retikulositlér periferik kanda kaybdélmuslar-
dir, Nedeni siklikla tesadifi bir enfeksiyondur(Ozellikle de

virlis enfeksiyonlari). Bu enieksivon ayni anda orak hiicre



anemili bir ailenin birden fazla ferdini etkiliyebilir(25).
Ayrica enfeksiyoh esnasinda soduk aglutininlerin ortaya ¢iki-
g1 eritrosit stazini artirarak enfarktik elementin artmasi-
na ve dolayisgiyla klinik durunun dahada kStﬁlegmesine neden
olur. ‘

Onceleri, sarilik vé artan retikiilosit sayisinin eg-
1lik ettidgi akut hemolitik ataklarain orak-~hiicre anemisinin
vaydan ve tehlikeli bir 6zeil{§i oldufu sanalirdi. Oysa
gintimizde kemik ilidi yetmezliginin daha ciddi bir kompli-
kasyon oldufju anlagilmigtar(l3,25).

Eritrosit yagam slresinin bu kigilerde kisa olmasi
(yaklagik 17 giin) nedeniyle critropoezisteki kisa bir durak-
laina bile hemoglobin konsantrasyonunda hizli bir dislise ne-
den olur ve kigi bir kag¢ gln iginde kansiz kalabilir.

Orak hiicre anemili hastalarda yukarida kisaca ag¢ikla-
nan klinik ve hematolojik bozukluklara ek olarak enfeksiyo-
na edilimin artmig olduju goulenmigtir. Bunun nedeni olarak
immiin fonksiyonlarda ©nemli bozukluk oldufu disiinlilmis ve
gergekten ayadjida Ozetlenen bozuk}uklarln varligi saptanmig-
tar. -

- Winkestein JA ve arkadaglarsi, homozigot sickle~cell
hastalidy oianlarda otosplenektomiye bagli olarak apsoni-
zasyon bozukluju oldugunu ileri siirmisler ve bu konuda sickle-
cell anemili g¢ocuklarda pnomokoklara kargi opsonin yveter-
siz1igi oldufu saptanmistir( 35 ). Normalde serumda bulu-
nan ve pnomokok fagositozunu sadlayan bir faktsrin bu hasta-
larda olmadifi veya serumda bunun fonksiyonunu inhibe eden

bir bagka maddenin olabilece@ili ileri slirlilmektedir,



Ayrica otosplenektomiye bagli Tuftsin eksikligi olduguda
bildirilmigtir(Tuftsin-1ltkosit fagositozunu kolaylagtiran ve
dalak yardimiyla ortaya ¢ikan bir faktsrdir) 4

Brivas.G.(1983); Orak hlicre anemi(AS ve SS lerin
normal kontréllerlé,klyaslanma51yla) ve P talassemisi olan
hastalarda RES'in temizlemé yeteneginin bozuldujunu gbzle-~
miz ve bunun kronik doku iskemisi, kronik hemoliz, karacifer-
deki Kupffer hiicrelerinin yétérsizli@i, fonksiyonel hiposple-
nizm gibi bozukluklara bagli olabilecegini ileri slirmigtir,

Ades ve arkadaslari, IgG ye kargi fc reseptérleri;
ni tagiyan T hiicreliri(Tg)nin bu hastalarda % 50 azaldidina,
sypresslir-T-hilcresi ylizdesinin ise arttifjani gozlemislerdir.
Yine ayni aragtirici grubu hastalarain total T.hlcre sayi-
sinda azalma oldujunu gdstermiglerdir. IgM'e kargi Fc reéep-
tdril tagaiyan T.hilereleri(Tm) (helper T-hlicresi) oranini
kontrollerle ayni dizeyde bulmujlardir. B-hlicresinde ise sa-
yica herhangi bir anormallik saptanamamigtir(l).

Hernandez ve arkada:s;lari(1980); orak-hiicre anemisi
olan hastalarda enfeksiyona egdilimin arttidini gdzlemisler-
dir ve bu hastalarda fitohemoglutinin(phA) uyarisina karsa
lenfosit transformasyonunun azaldigini,deri anerjisinin sik
goriildiiginid bildirmizlerdir. Hastalarda T-rozet ylZzdesinde ve
lenfosit sayisinda herhangi bir dedisiklik gozliyememisler-
dir. Bylece bu hastalarda T~ lenfosit ylizdesinin deyismedi-
gini, yalnizca fonksiyonlarinda defigikligin olabilecefini
ileri siirmiglerdir. Yine ayni arastirici grubu cocuk hasta-~

larainin serum Immﬂnglobulin‘lerindc tnemli bir anormallik



gézleyememigler. Ancalk sickle-cell anemili erigkinlerde IgA
nin arttlélnl.biidirmiglerdir(zo).

{1ling ve arkadaslari(1986) orak hilcre anemisinin si-
lik klinik be}irtileri ve seyrek enfeksiyonla karakterize
hafif gidigli-formdnu gdsteren i6.6lguda ve yine hastaligan
s1k krizler ve enfeksiyonlarla karakterize ve kan transfiiz-
vonunu gercktiren giddetli éidi@li formunu gosteren 16 ol-
guda ve kontrol grubu olarakéa.aynl yvag grubunda olan 16
saglakli cocukta serum Ig diizeylerini ve kompleman Cy dli-
zeylerini radial imnmiino difflizyon yontemiyle 6lgmﬁ$lefdir.

Serum IgG ve IgA diizeyleri ag¢isindan her ikl hastalik
grubu arasinda fark istatistiksel yonden Onemsizken kontroi
grubuna gtre her iki grup IgG ve Igh dlizeylerini istatistike
sel ybnden ¢ok onemli derecede ylilisek bulmuzlardair(p < 0.001).

Yine ayni aragtirici grubu serum IgM y&niinden hafif~
ve giddetli gruplar arasindaki farki ¢olk az Snemli bulmala-
rina radmen her iki grubun ortalamalari ile kontrol grubu
ortalamasi arasinda ¢ok ¢nemli fark olduﬁunu(p<:0;001) ve
hastalarda Iglt dizeyinin dligik oldufunu gdstermiglerdir.

Yukaridaki aragtirmalaran ¢odru genel olarak homozi-
got sickle~cell anemili hastalarda vapilmigtir, Ljteratirde
sickle~cell variantlaranan kgr§11a§t1rllma31 seklindekil g¢a-
lismalar yok denecek kadar azdir.

Galigma kapsaminiz igérisindc yer alan kemotaksisin
bu hastalarda ¢alaigildigiina @air herhangi kaynadja rastla-
madik. Ancak enfeksiyona eéiéimﬂe koruyucu hﬁcrelerin(fago-

sitik ve sitotoksik hiicrelerin) cnfecksiyonun meydana geldigi



bolgeye dodru hareket hizlarinin onemli oldudu ve bu hlicre-
lerin inokiile edilen bakterinin bulunduju bdlgeye 2-4 saat
gec gelmeleri halinde enfeksiyon riskinin 100.000 kez arta-—
caga(Milles'in g¢aligmalari) gbsterilmigtir( 37 ). Yine en-
feksilyonlara ejilim ile kemotalisis arasindaki iliékileri

gosteren birgok aragtirma mevcuttur.

Dadiszaik Yanaitin Olusmasi:

Bir antijen viicuda girdiginde ona kargi ya hemoral
antikorlar oluzturulur. Yada Ozel duyarli T.hiicreleri veya“
bellek hilcreler olusturularak cevap verilir. Unce makrofaj-
lar tarafindan tutulan ve antijenik 6zelligi ylikseltilen an-
tijen artik badgigik yanat igin hazirdir. liakrofajdan anti-
jenik uyarimi olan T-helper(TH) hiicreleri olumlu y&nde B
hilcrelerini uyararak antikor yapan plazma hﬁcrelerinin‘fark-
lilasmasina yol agar. Flazma hlicrelerininde antikor olugtur-
maci ile humoral (sivisal) badgigik yanit olugur.

Benzer gekilde antijenler makrofajlarinda katkaisa
ile T.hiicrelerini ethileyerek hicreseal bagasikligin aktif
hilcresi olan sitotoksik-T hiicresi farklilagmasina yol agar,
By farklilasma sonrasinda hedef hilcreyi oldiren veya hiicre-
ye zarar veren Sldiiricti(killer) T-lenfositleri yada sito-
toksik (Cytotoxic) Tey~lenfositleri olugmaktadar,

Bir antijene karsi hiicresel badigik yanitin olustugu
in=-vivo olarak deri testleri ile aragtirilir. Deride yapilan
ge¢ tip asara duyarlalik testi hilicresel ba@igiklifan belir-
tisidir. Humoral bagigik yanit ise, in~vi§;o olarak antijen+

antikor birlegmesiyle ortaya konulabilir.
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Hlicresel bafjisik yanit bir ¢ok enfeksiyon hastalaikla-—
randa olusmaktadar. Genellikle hilcre ig¢li enfeksiyonu olu@fu—
ran bakteri enfeksiyonlarainda (Srnedin; Tiiberkiiloz, Brusella,
Listeria,v.b.) ve virlis enfeksiyonlarin tumli hilcre i¢i en-
feksiyonu oldujundan genelde hilcresel badigik yanait olugmak-
tadair. Bunun yanaisira, mantar, protozoa ve helmint enfeksi-
yonlaranda da hiicresel badisik yanitta olusmaktadar.

Iimitn sistemin dizenlenmesinde yardimec: T (Ty) hicre-
leri ve supressiir- T hﬁcreleri(Téiufonksiyon gbrirler. Bu
hiicreler hiicresel ve humoral indinitede cegitli durumlarda
farkli etkide Lulunarak immiino regulatdr sistemi olugsturure-
lar.

Uzetle agiklamaya galigtigimiz imiin yvanit mekanizma-
sindaki iglergelerin herhangi birindeki bozulma enfeksiyon-
lara ve dider yabanci maddelere verilecek yanitinda bozulma-
saina neden olur ve sonugta enfceksiyonlara e@ilim artar.

Uzetle organizmanin enfeksiyonlardan korunmasi immiin
sistem aracilifiyla saglanmaktadir. Vicuda giren zararli et-

kenin immiin cevapla yok edilmesi genel olarak ddrt evreye
ayralar: |

1 - Antijenin taninmasi(hiicresel ve humoral)

2 = Taninan bu antijene kargi etkin molekiiliin sente-
zl veya aktive edilmesi(lenfokinler,antikorlar,kompleman '
sistemi v.s.).

3 - ragositik ve sitotoksik hiicrelerin antijenin bu-

lundufju bolgeye toplanmalari

4 - Antijenin aktif molekiillerin yardami ile sito-
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toksik etki veya fagositoz sonucu yok edilmesi.

Antijenin taninmasina kadar gegen siire igerisinde

kontrsl alding

veya antijen tanaindaktan sonra enfeksiyonun¥alinmasindaki en
etkin gSrevi fagositik hiicreler Ustlenmektedir. Bu nedenle
fagositik veyva sitotoksik hiicrelerin enfeksiyonun meydana
geldigl bslgeye dodru hareket etmesi gerekir. Bu olay genel
anlamiyla KEMOTAKSIS olarak bilinmektedir. Bu hareket yani
enfeksiyonun meydana geldigi btlgeye dogru fagositik ve
sitotoksik hilcrclerin hareket hizi enfeksiyonun sinirlandiril-
masl veya kontrol altina alinmasi yonlinden oldukga bliyllk 6nem
tagir. Milles'in yaptidi deneysel galigsmalar notrofillerin
inokille edilen bakterilerin bulundufju btlgeye 2-4 saatlik
kisa bir siire geg¢ gelmeleri halinde enfeksiyon riskinin
100.000 kez arttigini gdstermistir(37).

Azalmis kemotaksis cevapla enfeksiyonlara edilim ara-
sindaki iligkiler gegitli klinikwgazlemlercede desteklen~
migtir. Yani normal bir iltihabi-cévabln geligmesi veya non-
spesifik imminitenin etkin olabilmesi ig¢in kemotaksisin nor-
mal olmasi gerekmektedir(7,31,37). Notrofil ve monosit kemo-
taksisin in-vitro olarak incelenmesine olanak veren yeni yotn-
temlerin soﬁ villarda yaygin olarak kullanilmasi sonucu nor=
mal ve anormal kemotaksis hakkinda bilgilerimizde #nemli de-
recede artmistir, Kemotaksis bozuklugu durumunun son yaillar-
da C vitamini, Levamisole, simetidine wve lityum karbonat gi-
bi ilag¢larla tedavi etme imkanlarinin oldugunun gdsterilmesi

kemotaksis defektlerinin taninmasindaki tnemini artirmistir

(37).
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FAGOSITER SISTEM:
Mechnikoff 1960 yvillarinda yaptidr deneysel aragtir-

malarda fagositik sistemin enfeksiyonlara kargi direncteki
roliini incelemis ve bu sistemi 5 evrede 6zetlemigtir. Bu ev-
relerin herhangi birinde meydana gelebilecek bozukluk sonug-
"ta enfeksiyonlara direncin azalmasi sceklinde kendini gBste-
rir(18,37). Bu evreler sunlardir:

1 -~ Yeterli sayida fagositik hilcrenin kemik ilidinde
yapaimi.

2 ~ By hilcrelerin dolagima normal sayida gegmeleri

3 ~ Dolagsimdaki fagositlerin damar duvarina yapisma-
lari ve damar disinda dokulara do{ru hareketi.

4 -~ ragositik hilcre ile mikroorganizma arasinda te-
masin saglanmasi

5 - rFagositoz ve Sldiirme

Glinlimizde kemotaksis, fagositozu izleyen morfolojik
metabolik olayla ve bakterinin 6ldirilmesini sadglayan meka-
nizmalar hakkinda oldukga daha fazla bilgi sahibi olmamiza

ragmen, temelde bu arastairicainin gorliglerinde &nemli bir de-

gisiklik olmamigtar.

KEMOTAKSLS

Kemotaksis; yukaraida agiklandigi gibi fagositik sis-
temin lglincll evresini olugturmaktadir. Hicrenin kemotaktik
faktdre dodru artmis hareketidir. Bu harekel o fakttrlin
farkli yodunluklarinin algilanmasi ve yogunlugun en yliksek ol

oldufju bolgeye yoneliktir. Hareket kemotaktik fakt®rin en

yogun oldudu bdlgede sona ermcktedir,
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By konuda ¢ok sik kullanilan terimlerin anlamlari
agagida verilmigtir:

Random migrasyon: Hucrenin hig¢ bir uyaranin etkisi
altinda kalmaksizin spontan harcketidir. -

Kemokinesis: Uyarici faktoriin etkisi ile hareketi-
nin artmasidir. Bu artig o faktdre yonelik degildir. En
yliksek diizeye o faktoriin en yofiun oldudiu bdlgede ulagmakta-
dar.

temotakeis ve kemokinesis arasainda su farklar vardar:
Kemotaksis olayindaki amag hlicrelerin belirli bir b&l-
gede toplanmasaidair. e
Kemokinesis'te ise; hareket arttidir icgin hiicre uya-
raca faktoriin en yliksek oldugu bdlgeye hizla gelmekte ve
oradan hizla ulagmaktadir. Bu ise kemotaksisin amacina ters
diger. A
Kemotaksisin de{jerlendirilmesinde glivenilir bir in-
vivo yontemn henliz bulunamamigtir. Genellikle bu amag¢la
Rubeck'in tanimladija deri pencere(skin window) testi ve bu-
nun modifikasyonlarai kullanilmaktadar( 37 ). Tes£ sirasainda
lamele yapisan hiicrelerin hangi kemotaktik faktbriin etkiéi
ile geldigi ve olayin mekanizmasi bilinmediginden, ayrica
sonuc¢lar hastanin beyaz kiire sayisina bagli olarak 8Snemli
derecede deyigtiginden genellikle glivenilir olarak kabul
edilmemektedir. Mormal ve anormal kemotaksis hakkindaki bil~
Jilerimiz ise genellikle in-vitro galigmalar sonucu elde

edi lmi§ tir.

in~vivo kemotaksiste iki &nemli evre tanimlanabilir:



1. Fagositik hiicrenin kemotaktik faktoriin etkisi

1le kapiler endotele yapismasai

2. Hicrenin dolagaimi terk ederek enfeksiyontbélgesine
dodgru hareketi,

Kemotaksisin baglamasi ve siirmesindeki en &nemli et-
ken kemotaktik faktorlerdir. Bu fakttrler vicuda giren ya-
banci maddelerin ve mikroorganizmalarin fagosite edilerek
yok edilmesinde gbrev alan makrofaj ve polimorfonuklear 1&-
kositleri uyarirlar. Hicrenin maddeye ytnelik hareketi mad-
denin yodunluk gradientinre bayjli olarak artar( 7,32,33).

Lokositler; yabanci organizmalardan, doku harabiyeti
sonucu ortaya ¢ikan Urlinlerden veya imminolojik reaksiyonlar-
dan etkilenirler. Ornegin; antijen ve antilkor bilesmesi ile
C3 kemotaktik pargalanma Urlinleri ortaya g¢ikar. LBkositlerde
bundan etkilenerek olay yerine dogru hareket ederler. Ayrica
mitojen veya antijen T veya B lenfositlerini aktive ederek
kemotaktik etki yapabilen lenfokinleri ortaya ¢ikarairlar
(4,18,33) .Bu lenfosit kskenli kemotaktik faktodrler(lenfokin-
ler) dijer lokositleride etkilerler.

Lenfosit kdkenli kemotaktik faktorlerin 1969 ylllndé
Word ve arkadaglari tarafindan tarif edilen migrasyon inhi-
bisyon faktsrlU(MIF) ile ayni gey oldugu disiniilmektedir.

KEMOTAKTIK FAKTURLERIN SINIFLANDIRILMASI:

Kemotaktik faktoSrler iki bliylik gruba ayrilarak ince-

lenebilir,
1. Kendisi doérﬁdan hiicreyi etkileyerek kemotaktik

etki gdsterenler,
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2. Kendisi kemataktik olmavip serum veya plazma ile

kar§1la§t1ktan sonra genellikle kompleman sistemini aktive

ederek kemotaktik fakttrlerin ortaya g¢ikmasina neden olan-

lar.

1. Dogrudan kemotaktik etki gtsterenler:

A~ Endojen kemotaktik faktorler

a)

b)

¢)

d)

e)

Konpleamnan aktivasyonu sonucu ortaya g¢ikar ara
iirlinler(C3b, Csa,CS, c7)0

Bazi lipid molekiilleri

Aktive notrofillerden ag¢iga ¢ikan kemotak-
tik faktorler,

Lenfositlerden salainan kemotaktik faktorler
(Lenfokinler).

Hicre harabiyeti lriinleri,denatiire, aggrege
veya parc¢alanmig proteinler.

B~ Eksojen Kemotaktik Faktdrler:

a) Bakteriyel kemotaktik faktorler(E.Coli,Stafi-

b)

lokok, streptokok v.b.).

Kazein, formyl-mecthion peptitler.

2. Kemotaktik faktdrler olugmasina yol acanlars

A~ Endojenler

a)
b)
c)
d)

e)

£)

9)

Hageman faktdrii, prekallikrein
Tripsin

Plasmin

Doku proteazlari

Fagositoz siras inda nstrofillerden salinan
proteazlar ST

Antijen-antikor kompleksi

Aggrege immiinoglobulinler
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h) Endotoksik lipopolisakkacidler
B~ Eksogen:
a) Zimozan s
' b) Nigasta, glikoziu agar
c¢) Kobra venom faktor

d) Bakteriel faktorler.

Kemotaksisin azligyr gibi kontrolsuz aktivasyonuda
hastaliklara neden olur(Gut hastaliiji, bazi artritler,pyo-
derma, gangrenozum vakalarinda oldufu gibi). Bu nedenle ke-
motakels olayi slirekli olaralk inhibit8r aktivatdrler tara-
findan dengede tutulur. Bu dengenin bozulmasi(kemotaksisi
artirma veya azaltma yoniinden) durumunda kemotaksis hasta-
liklari olusmaktadir(17,31,32).

Iki tip kemotaksis inhibitdri tanulanmigtirs

1- Ilcreye yonelil: kemotaksis inhibitori

2~ Kenotaktik Ffaktdr inhibitorii

1~ Hlicreye yonelik kemotaksi® inhibitodrii: Normalde se-
rumda diigiik diizeyde bir kemotaksis inhibitdri birde bunun
antagonisti tanimlanmigtir(37 ). IHicreye ydnelik kemotaksis
inhibitérinin fazlaligina dayanan kemotaksis defekti olan
vakalar yayinlanmigtir. Baz: timérler ve IgA myelomasi olan
vakalarda bu inhibitdriin varlijas saptanmistir(37).

2- Kemotaktik fallér inhibitérli: Kanda digik dizeyde
boyle bir inhibittr bulunmakta ve kemotaktik fakttrll enzi-
matik yolla pargaliyarak aktive tetmektedir. Hodgkin hasta-
11231, sarkoildoz, alkolik siroz ve lerramatdz leprada kemo;

taktik faktor inhibitdrinilin yiliksck diizeyde bulunmasina bagla



kemotaksis defektine rastlanmyi;tir(37).

Buraya kadar anlatilanlar kemotaksisin humoral kompo-
nentini olusturmakta ve kemotaksisin bir dengede tutuldugu-
nu Jsstermektedir. Birde kemotaksisin hiicresel mekanizmasi
vardir. Ancak bu konudaki bilgiler oldukga eksiktir,

Kemotaksisin hiicresel mekanizmasi 3 evrede olugmakta-

’,

dar,

1~ Hilerenin kemotaktik faktdr ve gradiyentini(yogun-
luk farkaini) algilamasa

2~ Bu uyariyi algilayan hiicrenin yon tayana

.3~ Blcre hareketini sagliyan kontraktil(kasilabilir)
mekanizmanin aktivasyonu

Fakgositik hiicrenin kemotaktik faktdr yodunlugu far-
kini nasil algiladigina bu ginkii bilgilerimizle cevap vermek
mimkiin degildir. Ancak degigik kemataktik maddelerle yapilan
in~vitro g¢aligmalarda; ornedin notrofil ve monosit ylizeyinde
N-forniil peptitlere 6zglil reseptorlerin varlaga gbsteril-
mistir( 18,36). Benzer gekilde C5a ve lenfositlerden sali-
nan kemotaktik faktor gradientléfimile notrofillerin(in-
vitro) kendi boyutlari iginde kemotaktik faktor yodunlufunu
yontinli tayin edebilecegi sonucuna varilmigtar.

~Kemotaktik faktériin hiicre membran resepttrlerine bag-
lanmasini izleyen olaylar su sekilde Ozetlenebilir:

1. Muhtemelen ca®™ ve Nat un hiicre icine alinmasina
bagla hazla fakat kisa siiren bir depolzrizasyon ve daha

sonra K+ a gegirgenligin artmasaina bagla hiperpolarizasyon.
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2. Siklik-guanosin monofosfat(cCMP) dizeyinde ylik-
selme,
" 3. Lizozomal enzim salinmasi

, 4. Glikolizis ve heksoz-monofosfat ganti aktivitesi-

nin artmasai

5, Hicrenin oriyantagsyonu(yani hiicrenin yoniini ta-
yin etmek igin yaptiga degigiklikler)

6. Ikontraktil proteinlerin aktivasyonu

Elektron mikroskobu ile yapailan c¢alisnalarda bu es-
nada huqrenin i¢ yvapaisinda da bazi degisikliklerin meydana
geldigi gbzlenmigtir, Hicre nukleusunun kemotaktik gradien-
tin aksi ytnine hilcre ucuna ¢ekildiljli goriilmekte ve sentiol
ve radial mikrotubil demetleri yer almalktadir(37 ). Mikro-
tublillerin hiicrenin yoniinil tayinmgﬁmesinde énemli rol oyna-
digi sanilmektadir., Gilinki mikroéubﬁllerin diizenini bozan
kolgisin ile yapilan caligmalarda hicrenin ytn bulma yetene-
ginin bozulduju gtzlenmistir( 37 ).

Hiicre hareket mekanizmesi halkkindaki bilgilerimiz
¢ok yvetersizdir. Bu konuda bilinenler agagidaki sekilde
dzetlenebili "

Hicrenin hareket etmesi igin once bir yilzeye yapisma-
81 gerekmektedir. Hicreler slirlinmekte ancak ylizmemektedirler.
Yapigma daha sonra yayilma(spreading) olusmakta daha sonra
yayalan hiicre Pseudopod (yalanci ayak cikamakta ve kendisi-
de fusiform bir sekil almakta ve daha sonra polarize olmak-
tadir. Bunu izleyen hareket olayinda en dnemli rolili kantrok-

til proteinler oynamaktadair.
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Bunlar arasinda en ¢nemlisi aktindir(aktin notrofil protein-
lerinin % 10 unu olu§turur) ve aktini badliyan proteinide
igerdikleri gosterilmigtir .

Fagositik hlicrenin hareketi iki gekilde agaiklanmak-
tadar:

Bir hipoteze gbre aktivatdr proteinlerinin hare-

ketli oldugu diglinlilmekte, asil hareketi sagliyanain aktiq ol-
dugu, aktin aktivasyonunun ise aktini bagliyan protein ve
myosin tarafindan saglandidiy kabul edilmektedir(37)
Hareket halindeki hiicrenin gdvdesi ve uzantilaraindaki kim-~
vasal analizlerde aktin molekiiliinin hem ¢tvdede hemde uzanti-

larda egit oldugu gdzlenmigtir ki bu teoriyi desteklemekte-

dir.

Diger bir teoride aktivatsr proteinlerin hareketli ol~
madigi, ancak kemotaktik faktﬁrierinin etﬁisi ile asimetrik
olarak aktive edildigi ve belirli hir ytnde hareketin saf-
landiga ileri slirlilmektedir. Bu glin birinci hipotez daha faz~
la taraftar bulmaktadair.

Kemotaksis olayinan humoral aktivator ve inhibitsrler-
le diizenli bir sekilde kontrol edildigi bilinmektedir(3i, 37),
Fagositik hiicrelerin kendileride ya kemotaktlk fakttr sala-
rak vaya salgiladiaklari enzimlerle kompleman sisteminin ke-
motaktik faktorlerinin(dzellikle CS5a'yi) olusumunu sagliya-
rak kemotaktik fakttrleri inaktive ederek kenotaksisin bir
noktada durmasini sagliyabilmektedirler(17,33,37). *

B8ylece kargilikli etkilesim sonucunda denge organizmanin

lehine kurulmaktadir. Bu anlatilanlara dayanarak kemotak-
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sis hastaliklari 3 blylk gruba ayrilabilir:
1~ Hucresel nedenlere bagli olanlar
2~ Inhibitétrlere bagli olanlar.
3~ Kemotaktik faktor eksikligine bagli olanlar.

Kemotaktik hastaliklarinda klinik Bulgulars

Genellikle notropenili hastaliklarda gézlenen semp-
tom ve bulgulara benzenektedirler. ‘

1~ Sikga tekrarlanan enfeksiyonlar. Bu enfeksiyonlgf
genellikle Ust solunum yolu, orta kulak, akcier, karacifer
ve bobregi tutmaktadir., Pyoderma, apse, adenit, otitis media,
pnomoni en sik rastlanan hastaliklardandair. Sepéis, menenjit
gibi sistemik bakteriyel enfeksiyonlara nadir rastlanmakta-
dir,

2~ Kemotaksis yetersizliginde enfeksiyonlar uzamakta
ve antibiyotiklere cevap yetersiz olmaktadir.

3~ En sik rastlanan mikroorganizna stafilococus au-~
reustur. Ancak gram negatif enterik bakteriler ve mantarlar-
da enfeksiyona neden olabilmektedir.

Femotaksisin degerlendirilmesinde kullanilan Yéntem~

l's Gbrsel Yontemler: Hlcrenin kemotaktik faktor vare~

1181 nedeniyle hareketlerinin direkt olarak mikroskop altin-

da incelenmesine dayaniy. Tek tek hlicrelerin davranislarinin
izlenebilmesi yoniinden bliylik &nem tagiyan bu ySntem belir-
li bir kemotaktik gradientin olusturulmasi ve testin stan-

dardize edilmesi goglikleri nedeniyle yaygin klinik uygulama-

ya glrememistir. e



22

2, Filtre Yontemi: Boydéh'in tanainmlanmasindan by ya-
na bir c¢ok degigikliklerle yaygin olarak klinik uygulamaya
girmig bir yontemdir. Test bir millipor filtre ile ayralan
iki bsliimden olugan Boyden kameralarirnda uygulanar. Filtre
alt bolimline konulan kemotektik faktdr belirli bir kemotak-
tik gradient olugturmaktadir. Test filtrenin Ust kismindaki
hlicrelerin kemotaktik faktire dofiru filtre icinden aktif
olarak hareketinin Slg¢iilmesine dayanir. Eu ythtenmde genel-
likle notrofiller igin 3 jum, monositler ig¢in 5~8 um.lik por-
lari olan ve 150 pm derinligindeki filtreler kullanilmakta-
dir. Bu yontem tizellikle maddelerin kemotaktik aktivitele-
rinin gosterilmesi agisindan dider yintemlerden iistiindir.

3. Agarozda Keirotaksis Yontemi: Difer ydntemlerden
sonra tanimlanmasina radgmen klinik uygulamada yéygln olarak
kullanilmaya baglamigtair. Agarozda kemotaktik gradient olus-
turyp, fagositik hilerelerin bu gradienti algilayarak, kemo-
taktik faktodre dogru hareket etmesi ilkesine dayanir. Kemo-
taksis dederlendirilmesinde kullanilan her iki yéntemin bir
biri ile iligkisi henliz bilinmemektedir. Sonug¢larin deder-
lendirilmesinde aragtiricilar arasinda fikir birligi yoktur.
Orneyin filtre sisteminde yaygin olarak kullanilan iki deger-
lendirme yontemi vardir.

a) Uzun bir inkilbasyon siiresi sonunda filtre boyunu
katedip alt diizeye gelen hiicrelerin sayima

b) Kisa bir inkilbasyon siiresi sonunda filtre boynunu
katedip alt diizeye gelen en uzZun yolu kateden 1 veya 2 1li-

der hilcrenin aldiklari yolun Slg¢lilmesi.
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Agarcz yonteminde ise en sak kullanilan degerlendirme
sekli;

a) Filtre yonteminde olduju gibi baslangig¢-noktasin-
dan belli bir uzakliga gitmis olan 1 veya 2 &nder hlicrenin
kat ettikleri yolun 8lclilmesi,

b) Hareket eden tiim hilcrelerin kapladigi alanin 81~
¢ilmesi,

¢) Hareket eden tiim hlicrelerin sayama,

d) Raslangag noktasindan belirli uzakliktaki bir dliz-

lemdeki hiicrelerin sayami

FAGOSITOZ

Fagositoz; endositoz ile bir maddenin hiicre igine

alinmasidir. 1 milimikron'dan kiicik maddelerin hiicre igine

]

alinmasina ise pinositoz denir.

Lizozom

Lizozom

Endocytosis Fagozom Fago izozom

Pargalanmlg
artik maddéler

Exocytosis

Yapigma

Lizozom
Nukleus

Sekil l: Fagositoz olayinin evreleri.

Fagositozun ilk agamasi fagosite edilecek maddelerin

fagositer hiicre ylizey membranina yapaigmasidir. Bu yapig$manin



24

mekanizmasi kesin olarak bilinmiyor. Ancak zar ylzeyinin
elektrik ylikii veya hidrofobik 6zellikleri rol alabilir. Or-
tamdaki c¢ift ylikld katyonlar ve ortamin osmolaritesi fagosi-

tozu etkiler(l8).

OPSONLZASYON

Mukroorganizmalarin "opsonin" dedigimiz &zglil anti-
korlar ile kaplanmasi ve komplemani aktive etmesi fagositozu
arttirair. Bu olaya opsinazasyon denir. Opsonizasyonda en et-
kili inmmunglobulin IgG ve IgG3-alt siniflaradir. Fab kismi
ile bakterilere baglanan antikorlarain Fc pargalari komploma-
ni aktive eder ve fagositer hlicre ylizeyindeki Fc reseptbrle-~
rine baglanair.

Yutma: Opsonize olan balterinin fagositer hiicre ylize-
yine baflanmasi, yutma iglemini baglatar. Yutmayi aktive
eden mekanizmanin ne oldudju henliz bilinmiyor, Ancék cift de~
Jerlikli katyonlarin bu olayda etkili oldugu ileri sitirlilmek-
tedir(l8 ). Hyalin ektoplazma yalanci ayaklar (pseudopod)
yaparak pargaciiji sarar ve fagositilk vakoul clusur. Yutma
olay1 enerji gerektiren aktif bir olaydir(Notrofillerde gli-
koliz, makrofajlarda oksidatif fosforilizasyon artar).

Cytochalasin B hiicre gdglli kadar yutma olayinida &n-
ler. Colchisine ise mikrotiibliller {izerinde etkilidir ve yut-
mayl Snler. cAmp dizeyinin yutma igindeki rold bilinmiyor.
Glikoliz 6nleyicileri, ethanol, yliksek dozda hidrokortizon,
sulfidril gruyplarana bagliyan ilaglar yutma iglevini bozar-
lar(18 ). Yutma siirecinde dnemli bir miktarda hilcre zari

hilcre igine alinir. Pinositoziste bu invaginasyon olmaz.
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@ Bakteri

"Opsonizeyede
Antikor

Sitofilik -
antikor

\
§%?
(::::::i::i?Yaplgma

Sekil 2: Bakterilerin opsonizasyona ve makrofajdaki
sitofilik antikorlarin fagositozdaki rolleri.

Invaginasyon safhasindaki fagositer hilcre bir slire fagositoz
yapmaz. Daha sonra ylizey zarda yeniden rescptdr sentez ede-
rek‘tekrar Fagositozu baglatir. Yutma hizi notrofillerde mak-~
rofajlardan daha fazladir. Yutma sirasinda olugan vakuole
fagozom denir. Sitoplazmik graniiller fagozomla birlegerek
sitoplazmadan kaybolur. Bu élnya degraniilasyon denir. Olu-
san vakuole fagolizozom denir(18 ). Bu enzimler hﬁcfe igin-

den vakuole ag¢ildigar gibi, hlicre digindada salinabilirler.
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Bu hilicre daigi enzimlerin sagilmasi ya hiicrenin parc¢alanmasa
veya fagolizozomdan sizma yolu 1le olur. Degraniilasyon ola-

yainda mikrotilbil ve milkrofilamanlarain rolli oldudu sanilmak-
tadair,.

Fagozom sonucu olugan lizolesitinin'de lizozomlarin
zarina etki ederek fagolizozom olugumuna yol agtigar digii-
niilmektedir(18 ). ragositozda yutma doneminde hiicrenin oksi-
datif enzim aktivitesi ve peroksid yapaimida artar. H202 fagb~
zom iginde ylkselir, H202 sitoplazmaya lizozom zari yoluyla
gegebilir. Fagozomda H202 inaktive eden iki mekanizma var-
dir(l8 ). 1l.Katalaz, 2.Rediikte glutation.

ragosite olan mikroorganizmalarin Sldiirilme ve sindi-
rilme mckanizmalari notrofil ve makrofejlarda farklidir.

a) Notrofillerin fagositik vakuollerinin asid pH'ex
birgok bakteri igin odldiriiclidiir. Laktik asit ve CO, nedeniyle
olusur. Ayrica graniillerden vakuole fagositin,18kin,laktpfer-
rin, katyonik proteinler ve lizozim qibi antimikrobial etki
gbsteren maddeler bogsalir. Katyonik proteinlerin streptokok
ve stafilokoklar lizerine etkileri vardir. Vakuolde H202 olu-
sumu da bakterisid etki gtsterir. H202 halojen iYonlarln bu~
lundufiu ortamda, myeloperoksidaz enzimi etkisini kuvvetlen-
direrek etki gOsterir. H202 halojen iyonlari ve myeloperok- -
sidaz mekanizmanin etkili oldufiu bazi klinik olgular ile
gosterilmigtir. Bu hastalarin notrofillerinde H202 vapilamaz
Stafilokokus aureus, gram negatif enterik bakterilerden go-~

gu ve candida albicans mikroorganizmalari fagosit olmalarina

ragmoen Stdibcilenester ¢ e )L bu haslalacin notrorillerinde
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myeloperoksidaz'in normal iglevini yapamada{i nitrobleutet-
razolium(NBT) testi ile g8sterilebilir. Normal n&trofiller
fagositoz esnasinda NBT maddesini rediikte edip siyah-mavi
renge donligtirdidl halde, myeloperoksidaz bozuklugu olan kro-
nik graniilomat®z hastalikla kigilerin notrofilleri NBT mad-
desini rediikte edemezler(4,17,18,33) ve nttrofiller rensiz o-
larak lkalir. Myeloperolsidaz bozuklujju olanlarda infeksiyon—
lara eljilimin arttaigar saptanmaigtair. Ancak katalaz ve sﬁperokf
sit dismitaz enzimi olan mikroorganizmler ile geligsen infek-~
si oniar(Pnémokok ve H.influenzae gibi) _ ' permallerdek @“ﬁ Segf
eler(%t) Makrofajlarda &ldiirme mckanizmasi biraz farkladar,
Asidite, lizozim ve H202 notrofillerde olduju gibi makrofaj-
larda da etkindir. rFakat bunlarda katyonik proteinler, lakto-
ferrin ve fagositin yoktur (18). Myeloperoksidaz daha az ve
hatta bazilarirnda(alveollar-makrofaj) yoktur. Bunun yvaninda
alveolar makrofajlarda katalaz aktivitesi vardir. Katalaz
asit pH'da H202 bulundugu taktirde antimikrobik &zellik ka-
zanir. Uyarailmis makrofajlarin bakterisid 6zellidgi, uyarail-
mamig makrofajlardan daha fazladir. Uyarilmig makrofajlarin
H202 yvapimi daha fazla ve dijer enzim aktiviteleri de artmig~
tir(18). Makrofajlarin aktive olmasinda T hlicrelerinin uya-
rilmasainin yani hiicresel baﬁlglk_yanltlnda etkisi vardair.
Notrofiller akut infeksiyonlarda, makrofajlar kronik
infeksiyonlarda daha etkindir. Opsonin ve polimorflaran
zellikle etkin olduju infelisiyonlar sunlardar: Pneumokok,

menengokok, H.influenzae, gonolkok,streptokok,pyogenes,Kl.

pneumoniae, Ps.aeroginase,¥Y,pestis,B.antracis enfeksiyonlari.
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OPSON1ZASYON DEFEKTLERL:

Bakterilerin fagositozu tipe 6zgli antikorlarla uya;
railair. Bu antikorun granilosit zaraina komplemanlh fiksasyohu-
nu sajlamasi veya monositlerde taneciklerin zara yapismasi-
ny kolaylastirmasi gcklinde olur,

Piyojen ve enterik baliteriler igin temel olan serum
opsonini C{ tir. C3 Un bakteri ylizeyine yapigmasi igin en
etkili yol spesifik antikor ve komplemanin Cl,4 ve 2 sirasi
ile aktive olmasidir. Bununla beraber spesifik aktivasyon
olmadan kompleman bakteriycl endotoksinler ile alternatif yol-
la aktivasyonuda etkili olabilir. Dolayisiyla 63 veya alterna-
tif yolun noksanli{ir fagositoz yvetmezligiyle sonuglanir(9,34).

Yeni dodmug bebekler gram negatif enfeksiyonlara du=- -
yarlidairlar. Bunun baska nedeni kompleman fiksasyonu ve gram
negatif fagositozunu uyaran IgM sinifindan spesifik antikor-
larin bulunmayigadir. Kompleman metabolizmasindaki bozukluk-
lar opsonizasyonu kusurlu hale getirir. Kompl:zmanin kompo-"
nentlerinden C3 anomalisi olan bir hasta tanimlanmastir(37).
Bu hastada tekrarlanan piyojenin enfeksiyonlar olmsktayda.
Lokositler sayica ve fonksiyon bakimindan normaldi. Ancak
serumda spesifik antikorlar bulunmasina radmen pnomokoklarin
18kosit tarafindan fagositozu gergeklegmiyordu. Dijer komp-
leman faktorleri C3 harig¢ normaldi. C3 ise normalin % 10'u-
na digmigtl, €3 lin geri kalan % 90'1 inaktif bir irine cgev-
rilmigti. Bu hastada normal serumda bulunmayan fakat hasta-
nin serumunda bulunan bir pseudoglobiilinin C3 {in stabil olma-

yigindan sorumlu oldugu sanilmaXtadir. Glinkil normal serum
in-vivo defekti dlizeltmistir,



Diger yandan serum kompleman 5'in eksikligine bagla
fagositoz‘defekti bulunan ve birbirleriyle akraba olan 2
aile bildirilmistir(37). Hasta bebeklerde sechoreik dermatit
durdurulamayan diare lokal ve sistemik gram negatif enfeksi-
yonlar ve ileri derecede zayiflama ve distrofi vardi. Bu
kusur fagositle;in maya pargaciklarini fagosite edememesi
buna kargilak eritrosit, pndmolkok ve lateks taneciklerini
normal gekilde yutabilmeleri geklinde ortaya ¢ikmaktayda.
Maya hiicreleri fagositoz igin C5'e gereksinim g8steren tek
canlidir. Taze plazma kullanilarak 2 gocuk normal yagama
doéndirtilebilmigtir.

Orak hlicre anemili hastalarda pn®mokoklara kargi op-
sonik aktivitenin yetersiz oldugu bilinmektedir(36 )., Bu
hastalarin bazilarinin, pnoSmokoklarin opsonizasyonu ig¢in ge-
rekli termolabil ve kompleman olmayan bir elemanin bulunma-
digar ileri slriilmektedir. Ayrica bu hastalarin dalagindaki
hilcrelerin kolloid tancecikleri ifi fagosite etmeyigl de kis-

men pndmokok enfeksiyonunun yikseck olmasana bagladar.

In-vitro Lenfosit Transformasyonu:

1960'ta novell'in insan periferal lenfositlerinin
fitohemaglutinine(PhA) yanit olarak proliferasyon ve trans-—
formasyonlarini tanimlamasindan bu yana yontem léﬁfosit fonk-
siyonlaraini galigmak igin yvaygin olarak kullanilan bir arag
haline gelmigtir. Lenfositlcrin PhA'e yanitlari genellikle
mitotik indeks geklinde degerlendirilir. RSylece sentez edi-
len DHA'ya radyoaktif timidin katiliminin 8l¢lilmesi wve bunun

standardizasyonu yanitin dejerlendirilmesini objektif hale
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getirir(33)

Periferik kandan uygun yoéntem ve kogullarla izole
edilen lenfositler killtiir ortaminda DMNA sentezi yapmaksizin
glinlerce yagayabilmektedirlor. Kiltlir ortamina antijenik
Bzellikte bazi maddelerin elklernmesi halinde lenfositler me-
tabolik dedjigiklikler gdstererek "blast" haline gegerler ve
DNA gsentezi yvapmaya elverigli duruma gelirler. Bu durumda
kiiltir ortamina radyoaktif igaretli timidin (1-13—-thymidine)~
eklenerek DHA santgzine giren tinidinin radyoaktivitesinin
8lcliilmesi, lenfositlerin ortama eklenen antijene tepkisini
gdsterir. Ayraca bu DHA replikasyon hizini da belirler(18, 33)

Lenfosit Transform:syon Testi ve Orak ificre Anemi -
sindeki Durunus

Lenfosit uyaraimi hilcresel bagigilk vetenegini dlgmede -
yaygin olarak kullanilan faydali bir yéntemdir.’UZellikle
immin yetmezlik hastaliklaranan tanisinda otoimminite, kan-
ser ve intraselliiler infeksiyonlarda hilcresel bagigsik ye~
tenefini saptamada uygulanir( 18 ). Test hasta lenfositle-
rinin in-vitro olarak #zgiil antijenler veya dzglil olmayann
antijenlerle uyarilmasi geklinde yapilir. Osgiil olmayan len-
fosit uyaraimaini sadlamak lizere genellikle bitki lektinlerin-
den phytohemaglutinin (PhA) kullanalar ki bu bajlica T-len-
fositlerini uyarmaktadair. Bundan bagka Concavalin-A(Con A)
da insan ve fare T-lenfositlerini uyandirir. Pokeweed mitos
gen(PuM) insanda ve farede B-lenfosit uyaranidir. Bakteriyel

endotoksinlerde insan B=lenfosit uyarani olarak kullanilir.

Lenfosit uyariminin mekanizmasi Szetli gu gekildedir:
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Inaktif, sessiz, istiahatteki kiiclik lenfositler phA
ile uyarilairlarsa lenfoblast gekline doniigiirler. Bunlar ge-
nig, pyroninofilik sitoplazmali blast goriinliminde hlicreler-
dir. Bu uyari igin uyaranlarin lenfosit ylizeyindeki uyari-
cilarla birlegmesi gerekir. Warim sonucu iki de@jerli kat-
yonlarin zardan gegigi artar, adenyl cyclase aktive olur ve
hilcre igi CAMP diizeyi artar. Daha sonra protein, RNMA ve en
son DNA sentezinde artma olur. DNA artmasi en son hlicre bo-
liinmesiyle sonlanar. Lenfosit aktivasyonu sonucunda yeni ya-
p1 gbstergesidir ki bu da radyocaktif timidin kullanimi ile
8lglilebilir(33).

Daha once homozigot orak-hlicre anemill hastalarda ya-
pilan caligmalarin codunda PhA lenfosit uyariminin bozuldudu
not edilmistir(l2,20). Ancak hafif variantlardaki durum bi-
linmemektedir.

Bu konuda Hernandez ve arkadaglarinin 1980 yilinda
orak-hiicre anemili hastalarda yaptiklar:i galismada bu hasta-
larda enfeksiyonlara egilimin arttigini ve PhA uyarisina kar-
g1 lenfosit transformasyonunun azaldiginzi gbzlemig%erdir.
Yine bu hastalarda benzer bir arastirmayir Hendriks ve arka-
daglar1(1984) yapmiglardir. Bu aragtiricilarda lenfosit
proliferasyonunu Con A ve FhA ile stimulasyondan sonra 8l¢-
migler. Pokeweed mitojen stimulasyonunu takiben stimulasyon
indeksi normal olmakla beraber SS' 1i hastalarda timidin ali<
niminin anlamli olarak arttigini ve bu hastalarain hiicresel

imminitelerinde bliylik bir defektin ileri stirlilemiyvecegini

not etmiglerdir.
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Venkataraman ve Yesterman adli aragtiricilarda 1985
yilinda orak-hlicre anemili hastalarda yaptiklari galigmada
kriz sliresince bu hastalarda blastogenik cevabain anlamlai

olarak azaldigana not etmiglerdir,

Immiinglobulinlerin Orak-Hicre Anemisindeki Durumu:

Homozigot orak~hlicre anemili hastalaraindaki calisma-
larin bazilarainda IgA'nin ve IgG nin seviyelerinin artmig
oldugu ve yine IgM'in ise azaldigini gdsteren g¢alismalarin
yaninda Ig oranlarinin degiugmedigini g&steren gall§malaraa
vardar.,

Bu konuda yapilan arastirmalarin bazilarinda 8zetle
agsagidaki sonuglar g¢ikarilmistir.

iernandez ve arkadagslari(l980) orak-hiicre anemili
cocuklarda Ig durumunun degismedigini ancak sickle-cell'li
erigkinlerde IgA nin arttigini bildirmiglerdir(20).

De Cealear ve arkadaglari(1986); 2 yagindaki sickle-~
cell'li gocuklarda serum IgA seviyesinin anlamli bir sekil-
de arttigina ancak IgG ve IgM de herhangi bir anormalligin
gbzlenmedigini rapor etmiglerdir (15 ).

Kiling ve arkadagslari(1986) sickle~cell aneminin ha-
fif ve agar formlarinda serum IgG, IgM ve IgA dizeylerini
8lgmigler. IgG ve IgA'nin her ikl gruptada kontrollere kiyas-
la anlamli olarak ylikseldigini, IgM'in ise yine her iki grup-
ta da kontrollere oranla oldukga diiglik oldugunu ve sonucun

istatistiksel ytnden anlamli oldudunu gdzlemiglerdir( 21 ).



ARACGC GEREGC YONTEM

Pu caligmada Fakliltemiz I¢ Hastaliklari Ana Bilim
Dali ile Gocuk Hastaliklar: Ana Bilim Dalinca daba ¥nce
hemoglobin elektroforezi, sickling testi, aile taramasi ya-
pilmig. F&tal hemoglobin ve HbA, diizeyleri belirlenmis ve
homozigot "agir" ve "hafif" sickle-cell hastaliklari olduk-
lari bilinen toplam 24 hasta lizerinde yapildi. Yapilan
aile g¢aligmalarinda blitin hastalarin anne ve babalari sickle-
cell tagiyicasaydi(SA). Hastalarin elektroforez sonuglari
homozigot Sjckle-cell dzellikleri ile uyumluydu. Hemoglobin
elektroforezlerinde SS bantlari goriildil. Hafif variantlarin
fotal hemoglobin seviyeleri ¢ 38,41 ile % 18.14 arasinda
idi, ortalama % 29.08 idi. Agir variantlarain f&tal hemoglo-
bin seviyelesl ise % 32 ile % 10.32 arasanda idi, ortalama
HbF ise % 18.02 idi. Hastalarain 12 tanesi hafif variant
idi: Bu hastalar homozigot olduklari halde orta derecede
anemileri ve buna uygun hemoglobin ve hematokrit deferlerini
gBsteriyorlardi, £6tal hemoglobin dizeyleri genellikle ve
de(figik derecelerde yiiksektl, yagamlarini normal kosullarda
slirdiiren ve kan transflizyonunu gerektirmiyorlardi. Hig¢ veya

en ¢ok bir kez krize girmiglerdi(s,6,22,23).
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12 tanesi de; kiiglik yagstan itibaren sik krize gireh. sik
kan transfiizyonunu gerektiren, f£6tal hemoglobinleri genel-
likle diigiik, beyaz kiire ve trombositleri artmig, hafif va-
riantlara gdre hemoliz giddeti ve buna badli olarak hemato=-
poetik aktivitecleri yliksek ve klinik olarakta orak-hticre -
anemisinin klasik belirtilerine sahip ve hastalidin siddet-
1i formuwnu gdsteren hastalardi (13,23,24,25),
Kontrol olarakta 12 sadglikli kigiden alinan kanda ayni ca-
licmalar yapailda.

Hastalar mektup yazilarak ¢agirildilar ve her birinden
20 ml, prezervatif icermeyen heparinli kan alandi. Kan plaz-
masi ayrilarak -85°¢ de kullanilana kadar saklandi. Kan se-
dimentinden Buffy coat ayrilarak ayni glin ¢aligildzx,

1. KEMOTAKSLS

Notrofillerin elde edilmesi: 10 ml heparinli kan

{izerine eritrositlerin sedimentacyonunu saglamak amaciyla
5 ml dextan ilave edildi. 37°% de yvalillagik 1 saat dofal se~
dimentasyona bairakildi. Daha sonra lokositlerden, zengin
iistteki plazma kismi(Buffy-coat) bagska bir tipe aktarildi
ve lizerine ¢ 10 FCS+Penicilline ve streptomycin igeren
RPMI-1640(Difco) ilave edildi. Karigam 1500 rpm de 15 dakika
santrifiij edildi. Slipernatant atilda ve bu islem li¢ kez
tekrarlandi. Son yikamadan sonra dinte kalan hiicre ¢tkelti-
si RPMI ile siigpansiyon haline getirildi ve thoma laminda
sayam vapilarak notrofil sayisi 5&166 ml ye ayarlanda.

Kemoatraktan hazirlanmasi: Galaigymamizda kemokinesis

olayindan kaginmak amacaiyla lizerinde en ¢ok ¢aligilmig ve
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kemotaltik oldulju kesinlikle bilinen kazein kullanalda.

Kazein: Sodium kazeinat(Difco Detroid Michigan
U.S.A.) 5 mg/ml olacalt gelkilde REMI ile sulandaralda., 1M
NaOH ile pH: 12 ye getirilerck kozeinin crimesl saglanda _
ve sonra 1 M NaH2P04 i1le pH yavag yavag tekrar 7.2 ye ayar-
landi. Bu eriyilt 1/2 oranainda RPMI ile sulandirailarak kulla-
nildy.

Milipor filtre yountani: Bovden'in tanaimladaga yortem
bazi defiyikliklerle uygulandi( 36 ) ve sonuglar zigmand
ve HUircsh'in tanimladilklara gekilde degerlendirildi( 38).
Bu yontemde 6zcl olerak ndana kogullarinda dékiim denir-ba-
kir alagsimindan yvaptiralan kameralar kullanildi. Kameranin

kesit gemasi $ekil 3'de goriilmeltedir.

—————— Filtre

----+Lastik conta

(a) (b)

gekil 3: Milipor filtre yonteminde kullanilan® kameranin:
a)Boyuna kesiti  b)Cekilmig fotografi.

Filtre olarak 3 um par geni&liﬁi olan selliiloz ase-
tat filtreler (Sartorius GmbH PF.3243) kullanildi. Alt bdl-
meye 2 ml kemoatraktan (1/2 kazein) veya kontrol olarakta
RPMI konuldu. Ust bdlmeye ise yaklasik 1 ml hilcre slispansi-
yonu ilave edildi ve kamera 1 saat % 7 CO, 1i ortamda 37°C
lik inklibatorde inkiibe edildi. Tipik bir deney §u gekilde



diizenlendis Her hasta ve kontrol igin birinin alt odacigin-
da kazein diderinin alt odaciyinda RPHMI igeren iki kamerada
iist odaciga eklenen notrofillerin kemotaksisi incelendi.

Inkiibasyon sonunda filtreler iUst kaisma lstte olacak
gekilde alindi ve asagida belirtilen gekilde boyanda:

1. 5 dakika absolil ethanol *

2. 2 dakika distile su

3. 1 dakika hemnatoksilen-eosin

4, 2 dakika distile su

5., 10 dakika c¢egme swyu

6. 2 dakika % 70 ethanol

7. 3 dakika % 95 cthanol

8. 5 dakika % 80 ethanol+ % 20 butanol

9, 10 dakika ksilol.

Boyanma sonunda filtre lizerine bir damla. inmersion
yagi damlatildi, lam lamel arasina kondu ve 40x biylitmede
mikroskop altanda defjerlendirildi. filtre i¢inde bir mikros-
kop alaninda en ileri giden iki hlicrenin kat ettikleri me-
safe milkroskobun milkrometresi yardimiyla 6lglildii. Bu 8lclim
her filtrede en az beg ayri alanda yapildi. Bu 6lgUmleriﬁ
ortalamasi sonug olarak deferlendirildi.

Istatistik deferlendirme student-t testi yardimi ile
yapaldi.

2. OPSOWIK AKTIVITENIN GUSTERILMESL:

Normal sadlaikli kigilerden alinan 60-100 ml hepa-
rinli vendz kan oda sicallifiinda(veya 37°C'de) dofal sedi-

mantasyona birakilip eritrositlerin ¢dkmesi lg¢in yaklagik
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olarak 45 dakika bekletilir.

Ust kisaimdaki polimorfonuklear hiicrelerden zengin
(Buffy-coat) baska bir tilpe aktarilir ve daha sonra bu me-
dium-~199 (GinBco) ile sulandarildi. 1500 rpm de 15 dakika
santriflij edilip slipematant aﬁiiif ve yikama islemi 2-3
kez tekrarlenir. Son yikamadan sonra silipernatant atilar ve
dipteki hiicre ¢okeltisi med=-199 ile yeniden suspansiyon ha-
line getirilir. ve hiicre sayisi 1 x 106 hilcre/ml olacak

sekilde ayarlanax. Deney ig¢in bu siispansiyondan 0,25 ml a~

lainaip kullanalar (35).

Stafilokoklaran Uiretimi ve Konsantrasyonus

Kanli agarda Uremis 24 saatlik stafilokok kolonile-~
rinden sivi Brain heart infusion(D1rFCO) besiyerine pasaj
yapilir ve 37°% de besi yeri bulanik hale gelinceye kadar
yaklagik olarak 48 saat bekletilir. Bu karigim 60°C de 20
dakika bekletilerek bakterilerin inaktive olmasi sadlanar.
Daha sonra tiiplere alinir ve med=199 ile 1500 rpm de sante
rifij edilerek 2-3 kez yikanir. Son yikamadan sdnra stiperna-
tant atilir ve dipte kalan bealteri c¢dkeltisi yine med-199
ile sﬁspansiyon haline getirilir. Son bakteri konsantrasyo-
nu 0.3 ml de lxlO8 bakteri olacak gekilde ayarlanir. Deney

igin bu karigamdan 0.25 ml alanip kullanilair.

Deneyin Yapiligai:

tki tiple g¢aligilir. Birinci tipte; 0.25 ml bakteri
sugpansiyonundan, 0.25 ml Med~199,‘0.25 ml hasta serumu,
0.25 ml polimorfonuklear hiicre karaigimi ilave edilip 37%
de 30 dakika inkiibe edilir(inkiibasyon sliresince Hiptin bir
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ka¢ kez hafifge karigtirilmasi gerekir). Daha sonra bu ka=-
rigimdan lam izerine yayma yapilir. Glemsa boyasi(Giemsas-
1l8song~-MERCK) ile boyanir. Mikroskobun 100'1lik objektifi
ile yaklagik 50 polimorfoniiklear hiicre i¢ine alinan bakte-
riler sayilir ve hiicre bagina digen bakteri miktari bulunur
( 36 ).

Ikinci tipe ise; 0.25 ml bakteri siispansiyonu40.25
ml normal insan serumu + 0.25 ml polimorfonuklear hicre ka=-
rigimi + 0.25 ml med-199 ilave edilip 37°C de yaklasik 30
dakika inkiibe edilir. Hicreler benzer gekilde boyanarak
fagosite edilen bakteri sayisi hesaplanair.

Negatif kontrol olaralk; bakteri slispansiyonu + med
199 + polimorfonuklear hiicreler egit oranlarda bir tipte
karagtirilir ve 37°C de 30 dakika inkiibe edilir. Daha sonra
bu karigimdan yukarida agiklandifa gekilde yayma yapailap

benzer iglemler uygulanir,

3. IN-VITRO LENFOBLASTIK TRANSFORMASYON TESTL:

Ydntemin ilkesi; Lenfositlerx periferik kandan ste-~
ril kosullarda elde edildikten sonra f&tal dana serumu(FCS)
ile desteklenmis killtlir ortaminda PhA ile inkiibe edilir. |
Inkiilbasyon siiresi bitiminden &nce ortama katilan trityum
isaretli timidin, PhA ile uyarilmaig }cnfositlcrin DMA yapi-
sina girer. Inkiibasyon sonrasi yikanan lenfositler triklor
asetik asit ile g¢okeltilerek g¢dkeltideki radyoaktivite 1likid
sintilasyon spektrometresi aracilidi ile deferlendirilir

( 33 ) Hicre tarafindan alinan timidin DNA senteszi

ile dofrudan orantailadar,
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Periferik kandan elde edilen lenfositlerin bir bolii-
mi PhA ile uyarilirken, bir bolimi uyarilmadan inkiibe edilir.
Inkilbasyon sonunda uyarilan ve uyarilmayan lenfositlerin DNA

sentez hizlari birbirleri ile oranlanarak transformasyon in-

deksi hesaplanir(33 ).

Deneyde Kullanilan Cdzeltiler:

1. Doku kiiltliir ortami(RPMI~1640-GIBCO) 100 misli
konsantre RFMI-1640 distile su ile sulandirilip sodyum bi-
karbonat ve NaOH ile pH 7.2 ye ayarlandai.

2. L-Glutamine ¢dzeltisi(0.59 gr/ml) (GIBCO)

3. Penisillin ve streptomisin (100 micro/ml St}

100 ii/ml pen.)

4, Fitohemaglutinin M. (steril) (DIFCO) (toz halindeki
PhA 5 ml RPMI ¢bzeltisinde eritilerek stok ¢dzelti hazir-
landi. Kullanma ¢ozeltisi icinde Stok 10 kat sulandirildi).

5. Histopak=1077(100 ml ficoll49® gr/100 ml Na Diat~
roate).

6. Trityumla igaretli timidin ¢dzeltisi(Thymidine
G-H> TRK 61, steril cizelti, spesifik aktivite 20.000-
30,000 m ci/mm(Amersham). 5 ml lik stok gozeltiden (5 med)
alinan 0.1 ml,steril RPMI-1640 ile 100 kez sulandirilarak
kullanma ¢8zeltisi hazarlandi)

7. Triklor asetik asit ¢bzeltisi(% 10 ve % 5 1lik)

8, Aseton '

9. Etil alkol

10. Koruyucusuz heparin(prezervative free heparin)

(panheprin-Abbott laboratories).
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11. Sintilasyon ¢ozeltisi
5.075 gr.PPO(2.5 Diphenyl oxozole scintillation

grade), 0.360 gr POPOP(P.Bis 2-5 phenoloxozoly) benzene
tartildir. Bir litre toluende eritildl oda 1sisanda sak-

landi.

Butin galasmalar steril kogullarda yapaildi.

Deneyin Yapiligi:

Her g¢aligmada iki hasta ile beraber bir kontrol de~
neye alinda. Denek ve kontrollerden 0.25 ml koruyucusuz he-
parin icgeren plastik enjekttr ile 5 ml vendz kan alinda.

Kan 1/1 oraninda RPMI-1640 ile sulandarildi. Daha sonra
iginde 3 ml.histopak(ficol-metnozal) bulunan steril tiplere
ficoll lizerinde tabaka yapacel §ek§lde yavag olarak 5 ml
hiicre sispansiyonu eklendil. Tﬁpie£ tabakélarln birbirlerine
karigmamasina dikkat edilerek 1500 rpm de(400 g'de)30 dakika
santrifilj edildi. Santrifiij iglemi sonunda tilipte olusan 4
tabakadan en istte olan plazma kismi atilip bunun altindaki
yaklagak 0.5 ml lik lenfositlerce zengin tabaka posteur
pipeti yardimy ile toplandi. Bunun izerine yaklasik 5 ml
RPMI~ 1640 ilave edilip 1500 rpm de yaklagik 15 dakika
santriflij edilerek yaikandi. Bu yikama iglemi ikl kez tekrar-
landi. ve iglemin sonunda tiplin dibinde ¢8ken 0.5 ml 1lik
lenfosit sispansiyonu RPMI-1640 c¢bzeltisi ile 1 ml ye sulan-
dairaldi. Hlcre sayimil yapilarak lenfosit sayisi 5x106 ye )
ayarlanda.

Lenfosit Kiltiri:

Lenfosit kiltiirl steril test tiiplerinde her olgu

igin iki uyarilmig iki uyarilmamig killtlir yapabilmek igin
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4 tiip kullamilarak yapildi. Uyaramsiz klltir tﬁﬁlerine 0.9 ml
RPMI-~1640 ve 0.1 ml lenfosit suspansiyonu, uyaraimlai kiiltir
tiplerine ise 0.8 ml medyum + 0.1 ml lenfosit siispansiyonu+
0.1 ml PhA kondu. Tilplerin kapaklari igeriye hava girmesine
olanak sa{liyacak sekilde hafif¢e kapataildi ve 37% de nem-
li ortamda ve % 7 CO, % 93 atmosferik hava karigimi sagla-
yvan cam inkiibator iginde 48 saat slireyle inkiibasyona bira-
ki1ldi. Daha sonra her tipe 0.1 ml Hs—timidin eklendi ve 12
saatlik bir inklibasyon siiresinden sonra kiiltiir saivilari

2 cm g¢apinda kesilmis ve numaralandirilmis olan Whatman filt-
re kagitlarina emdirildi. Kurutulan filtre kagitlari &nce

% 10 luk TCA, sonra % 5 1lik TCA ve daha sonra da 1/l oseton
ethanol karasaiminda 30'ar dakika tutuldu ve dsha sonra kurutuldu.

Filtre diskler ig¢lerinde 5 er ml sintilasyon sivisa
bulunan cam sintilasyon gigelerine aktarildi., Sayimlar Ha-

cettepe Universitesi Tip Fakilltesi Nikleer Tip anabilim da~

linda yapalda,

Sonuglar sayim/dakika(count per minute-cpm) olarak
elde edildi.

Stimulasyon indeksinin hesaplanmasais

Her olgu igin uyarilmigs ve uyarilmamis tilplerden ali-
nan sayimlarin ortalamasi bulundu. Bu ortalamalardan, hig
bir drnek kullanilmaksizin difer disklerle beraber ayni ig-
lemlerden ¢gegirilmig 3 blank diskin ortalamasi c¢ikarilda,
Uyaralmis kiiltiirler ig¢in bulunan ortalama defer, uyarilma-
mig kiiltiirlerin sayim ortalamasina bSlinerek stimiilasyon

indeksi asagidaki sekilde belirlendi(33 ),
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Uyaralmag kiiltir, cpm(sayim/dakika)

S.t.=
UWaramsaz kiiltlir., cpm(sayam/dakika)

4. SERWM IMMUNGLOBULIN VE KOMPLEMAN C, DUZEYLERININ
OLGULMEST ¢

Hasta -serum immiinglobulinleri ve C3 dizeyleri radial
imminodiffiizyon ydntemi ile ve Behring werke standart plak—
lari kullanilarak &lgildii. Sonuglar firmanin dizenlediyi

standart tablodan deferlendirildi.

Istatistik DeJerlendirme:
Bu ¢alaigmada sonuglar P= 0,05 gliven sinirinda stu-~

dents t testi uygulanarak dederlendirildi.



BULGULAR

Taramaya katilan orak hiicre anemisl olan hastalar -
dan 12 tanesi yagamlaraini normal kogullarda surduéen
ve kan transflizyonunu gerektirmeyen, HbF diizeyleri genellik
le yiiksek(% 20'nin izorinde) hig¢ veya en ¢ok bir kez krizef
girmig silik klinik belirtileri ve seyrek enfeksiyonlarla
karakterize "hafif formu", Difer 12 si ise kﬁgﬂﬁ‘yagtan iti-
baren sik sik krize giren, sik kan transfizyonu yapilan,
anemisi olan ve sik enfeksiyonlarla karakterize "Agir gi -

digli formunu" gdsteren hastalarda(5,6,21,23,24).

KEMOTAKS1IS BULGULARI |

a) Na-kazeinata karsi notrofillerin gésterdigili kemo-~
taksiss: Her iki hasta grubu ile normal kigilerin Na-kazeina-
ta kargi elde edilen notrofl kemotaksis deferleri Sekil 4
de gbsterilmistir. GSrildlig gibi hafif variantlarin orta-
lama kemotaksis degeri 1203;44.9, Kontrollerin ortalama ke-
motaksis dederi 122.3+ 36.8 ve afir variantlarin ortalama
kemotaksis degeri 42.95% 13.62 bulundu. Elde edilen degerler
agisindan her iki grubun kargalagtirilmasinda adir formda
haflf forma oranla ndtrofil kemotaksisinin dnemli derecede

azaldiga ve her iki grup arasindaki farkain istatistiksel

yonden anlamli oldufu bulundu(0.01<p <0.05)
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Sekil 4: Kontroller ile orak hiicre anemisinin "“hafif"“ve
"agair" formunu gisteren hastalarin MNa-kazeinata
ytnelik nétrofil kemotaksis deferleri.
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Hafif gidigli grupla normallerin kargilastirilmasin-
da ise hafif formlarda ortalama kemotak$is deferlerinde ha~

£if bir azalmanin disinda istatistik olarak onemli bir fark
olmadiyr gdzlendi(p) 0.05).

Hastalifin siddetli formu ile kontrollerin kargilag-
tirilmasinda ise,siddetli formu gtsteren gahislarda polimor-
fonliklear hiicrelerin Na-kazeinata kargi kemotaksis dederle-
rinin kontrollere kiyasla onemli derecede azaldidi, farkin is-
tatistiksel yénden olduk¢a anlamli oldudu gbzlendi(p < 0.001),

b) Notrofillerin normal mediumdaki kemotaksis bulgu-

lari(Random Migrasyon):

Her ikl hasta grubu ile Kontrollerin normal mediumda-—
ki polimorfonuklear hilcrelerin kemotaksis deferlerl Sekil 5
de gdsterilmistir. Hafif variantlarin ortalémas:. 423 + 28.2,
kontrollerin ortalamasi 49.6+ 21.9 ve agir variantlarin or-
talamasi 19.14 6.9 bulundu.

Hafif gidisli hasta grubu ile agir gidigli hasta gru=
bunun deferleri kargilagtirildidinda, ;aélr formun’yine ol-
dukza anlamli sekilde diisiik kemotaksis degeri gbsterdiyi
bulundu(p< 0.001).

Hafif gidigli grup ile kontrollerin Kkiyaslanmasinda
ise, hafif gidislerde gok az bir azalma diginda Snemli bir-
fark gdriilmedi( p>» 0.05) .

Yine kontrol grubu ile hastaligin giddetli formunu
gbsteren gahislar kargilastirildiginda, adir formda ndtro-
£il kemotaksisinin oldukga azaldagi, farkan istatistiksel

ytnden anlamli oldufu gbzlendi{p > 0.001).
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lerinin normal mediundaki kemotaksis degerleri,
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opPsonizZASYON DEGERLERT

Salikla ve orak hiicre anemisi olan"hafif ve "agixr"
variantlarin opsonizasyon deger%er; Sekll 6 da gdsteril-
migtir. Hafif gidisli grubun ortalamasi 13.27 4 2,53, agir
gidigli grubun ortalamasi, 12.05 + 2.23 ve kontrollerin

ortalamasi 27.37 + 5.07 bulundu,

Hastaligin hafif formunu gbsteren kigiler ile hasta -
ligin giddetli formunu gdsteren kigilerin opsonizasyon de-
gerleri karsgilastirildiinda agir gidiglilerdeki defjerlerin
hafif gldislilere kiyasla biraz diigik oldugu, ancak arala-
rindakl farkin istatistiksel yotnden anlam tagimadigr bulun-

du( p> 0.05).

Hastaligain her iki formunun kontrollerle kar§1la§ti~
rilmasinda ise, opsonizasyon kdegerleri kontrollere kiyas-
la oldukga diiglik bulundu ve aralarindaki fark istatistiksel

agidan ¢ok anlamlaiyda,

LENFOSIT TRANSFORMASYON BULGULART

Orak hilcre anemisinin hafif ve giddetli formunu gds—
teren hastalarla normal kigilere ait lenfosit transformas-

yon endeksi degerleri gekil 8'de gdsterilmigtir,
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Sekil 7: Notrofillerde fagosite edilmis bakteriler

gbrilmektedir.
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Sekil 8: Orak hlicre anemisinin hafif ve giddetli formunu-
gbsteren hastalar ile normal kigilere ait lenfosit

transformasyon endeksi dejerleri.
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$ekilde gorildigi gibi hafif ve agair formlér arasinda
8nemli bir fark vardi ve bu istatistiksel yodndende anlamli
bulundu(p <0.001). Hafif varianti gdsteren sahislarda len-
fosit PhA uyarimi normallerle kargilagtirildidinda ise ﬁbrmal-
den diisiik oldugu, ancak istatistiksel yonden fark olmadigy
saptandai.

Orak hicre anemisinin giddetli formu ile kontrol gru-
bu lenfosit PhA uyarima ydniinden kargilagtairildidinda sid-
detli formda PhA uwariminin gok belirgin gekilde dilstiigtt

ve farkin istatistiksel ytnden anlamli oldufu bulundu
(0.01<p<0.05).

SERUM IMMUNGLOBULIN DUZEYLERI:

Orak hicre anemisinin hafif gidisli formunu gdsteren
hastalar ile giddetli gidisli formunu gdsteren hastalar ve.
saglikly kigilerin radial immin diffiizyon yéntemi ile Blgli-
len serum immunglobulin(Ig) dlizeyleri Tablo l'de gbsterilmig-

tir.

Tablo l: Kontroller ile orak hilicre anemisinin
hafif ve adir formunu gdsteren hasta~
larin serum imminglobulin dlizeyleri

IgG + X gr/lt IgA+Xgr/lt IgMiXgr/lt

Haflf Variantlar 10.61+4.84 2.27+1.39 2.49+1,.39
Agar variantlar 17.72+9.03 1.8340.64 1.57+0.80

Kontroller 10.744£2.32  1.9210.99 2,624 1.02

Hafif gidigliler ile kontrollerin, IgG,IgM ve IgA
degerleri birbirine ¢ok yakin bulunurken IgA nin hafif va-

riantlarda biraz yliksek oldudu,ancak aralarinda istatistik-
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sel yonden nemli bir fark olmac»i;\.tj.:. gbriildd.,

Agair gidigli hastalik formu gOsteren grupta IgG ha-
fifce artmasti. IgA ve IgM deferleri normal sinirlarda i§i.
Uzetle her iki hasta grubuna ait serum inmiinglobulin dizey-

lerinin genel olarak normal sainairlarda veya normale gok yakin

oldufju bulundu.

KOMPLEMAN (CB)DUZEYLERi

Kompleman dizeylerinin &lg¢lmii radial immin difflizyon
yéntemi. ile yapalda. Elde edilen serum kompleman C3 dizeyle~
ri(Tablo 2'de gbsterilmigtir) heflf ve giddetli gryplarda
nornal sinirlarda bulundu. Gryplar ortalamalari arasi fark -
istatistiksel agidan Onemsizken, her iki grupla kontrol gru-

bu arasindada istatistiksel ydnden fark gbriilmedi,

Tablo 2: Orak hlicre anemisinin hafif ve giddetli
formunu gtsteren hastalar hormal kigi-
lere ait serum Cy dilzeyleri.

Cq X gr/lt
Hafilf variantlar 1,36 +1.73
3
Agair Varyantlar 0.82140.22

Kontroller 1.04+0.19




TARTIGSMA

Bu ¢aligmada homozigot orak hiicre anemisinin hafif
;re agir formunu gdsteren hastalarin immiin fonksiyonlari ca-
lisildi. Hastalagan hafif formunu gbsteren kigiler; homozi-g
got olduklari halde orta derecede anemileri ve buna uygun |
hemoglobin ve hematckrit degerlerini gbsteriyorlardi. Fo-
tal hemoglobin diizeyleri genellikle ve dedigik derecelerde
yiiksek, yasamlarini normal kogullarda slirdiiren ve kan transe-
fliizyonu gerektirmeyen hig¢ veya en ¢ok bir kez krize girmig-~
lerdi(s,6,21,23,24).

Adir formunu gbsteren kigiler ise kiiglik kagtan itiba-
ren sik krize giren sik kan transfiizyonu gerektiren fdtal
hemoglobinleri genellikle diigiik, keyaz kiire ve trombositle-
ri artmig hafif varyanta gbre hemoliz giddeti ve buna bagla
olarak hemopoetik aktiviteleri yliksek ve klinik olarak da
orak hilcre anemisinin klasik belirtilerine sahiptiler(13,22,23 25).

Her iki hasta grubu nétrofil kemotaksis diizeyleri
agisandan hem kendi aralarinda hem de kontrollerle kargilag-
tiraldi. Notrofillerin sodyum kazeinata dogru gdsterdikleri .
kemotaksis degerleri ile random migrasyonlara (nBtrofille~
rin normal medyumdaki hareketleri) agisindan her iki grup

kargilagtirildifinda sickle cell hastalifinin siddetli
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formunu g8steren sahislarda notrofil kemotaksisinin her iki
durumda da hafif formlara ve normal kontrollere gdre olduk-
¢a azalmis oldugu goriildli. Her iki grup arasindaki fark is-
tetistiksel ydnden anlamliyda( p{ 0.001 ). Ancak hastaligain
hafif formunu gbsteren sahislarla normal kontrol grubu nst-
rofil kemotaksisinin ortalama deferleri birbirlerine oldukga
yakain bulundu. Aralarainda pek Snemli bir fark g8riilmedi
(Sekil 4 ).

Orak hiicre anemili hastalarda kemotaksisin ga11§11d£-
gina dair herhangl bir kaynaga rastlamadik. Ancak 1985 yi-
linda yapilan bir g¢alismada orak hiicre anemili hastalarda
filtre ig¢inde ndtrofillerin migrasyonu oranlarinin hafifcge
azaldigi yine ayni aragtirici grubu monositlerin skin wiﬁdow
testl ile migrasyon oranlarainin azaldifini gSstermiglerdir
(11).

Bu hastalagin siddetli formunu gdsteren gahislarda
elde ettigimiz dederler dodrultusunda ndtrofil kemotaksisi-
nin azaldigini sOylemek mimkiindir. Ancak nétrofillerin bu
yetenedinin hafif varyantlarda pek dedismedidi, dolayisaiyla
bu hastalarda enfeksiyonlarin daha az afir seyretmesi - ntt-
rofil kemotaksis yeteneklerinin normal olmasayla iliskili-
olabilir., Ute yandan kemotaksis bozuklugu ile enfeksiyonla~
ra efdilim arasindaki iligkili birgok galigmada g8sterilmig-
tir(31, 32,38 ).

Calismamizda, bu hastalarda opsonin defektine bagli
fagositoz yetersizligini de saptadik. Her ikl hasta grubunda
opsonik aktivitenin normallere gdre  oldukc¢a azaldifini,her

iki grubun ortalama degerleri ile -kontrollerin ortalama
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degerleri arasindaki farki oldukga anlamli bulduk($ekil 6).

Bulgularamizla Wilkestin J.A. ve arkadaglari(3e),
Bjornson ve arkadaglari(9 ),Buchang 'GR ve arkadaglari
(14) nun bulgulari ile uyunluydu. Bu bulgular dogrultusunda
orak hiicre anemili hastalardaki opsonin yetersizliginin nor-
mal hasta serumunda bulunan ve bu hastalarin serumunda muh-
temelen eksik bir faktdre baflanabilir. wWinkestein J.A.ve
arkadaglari da bu hastalarda pnomokok fagositozu ig¢gin ge-
rekli bir faktorlin bulunmadifini rapor etmiglerdir. Ayni
aragtairicailar bu faktoriin asiya labil bir opsonin gibi dav-
randigini ileri stirmliglerdir(36 ). Yine difer bir ¢alismada
da bu hastalarda otosplenektomiye bagli opsonin yetersizli-
ginin varligaini bildirmiglerdir(12 ).

Bjornson ve arkadag;arl tarafindan yapilan bir ga11§-
mada da orak hiicre anemili gocuklarda kompleman alternatif
yol aracilaigiyla stonizasyonda azalmada hem IgM ve hemde
IgG@ nin dustik seviyeleriyia 1ligkili oldufunu g8stermig-
lerdir(10 ). Bjonson ve arkadaglarinin yaptiklari baska bir
¢caligsmada bu hastalardaki opsonin defektlerinin Cqy diizeyin~
deki azlik nedeniyle kompleman alternatlf ve klasik akti-
vasyon yolundaki bozulma nedeniyle olabilecedini ileri siir-
miislerdir( 9 ). Ancak biz gallgmamlzda bu hastalaran Cq
diizeylerinin her iki hasta g¢rubu ig¢inde normal sinirlarda
bulduk(radial imminodifflizyon ytntemiyle). Bizim bulgula-
rimizla yukaridaki aragtirmada elde edilen bulgularla uyug-
mamasinin nedeninin hastalarin farkli yaglarda olugundan da

kaynaklandigini diiglinlyoruz, Clinkii Bjornson ve arkadaglara
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tarafindan yapilan ¢alaismada aragtirilan hastalarin vaglara
kiigiiktli(2-4 yas). Yapilan galigmalarda kompleman Cs diizeyi-~-
nin yagsa bagli olarak degistigi ileri stiri lmigtir( 15) .Yine
bu galigmamizda her iki hasta grubunun serum immiinglobulin
diizeylerini radial immiino diffilzyon ytntemiyle Sl¢tlik. Ha-
fif igidisliler ile kontrollerin Ig@, IgM ve IgA deferleri-
ni birbirlerine g¢ok yakin bulduk. IgA dlizeyi hafif varyant-
larda biraz yliksekti. Ancak aralarindaki farkin istatistik-
sel bir anlami yoktu. Agrr gidigli hastalik formunu gtste- )
ren gahislarda IgG hafifge artmagti. IgA ve IgM degerleri
normal sinairlardaydi veya normale g¢ok yakinda(Tablo 1), Bu
nedenle hastaligan her iki formunda normal sartlarda immiin-
globulin diizeylerinin degismedigini sadece enfeksiyon durﬁm-
larinda veyakriz aninda bunlarin seviyelerinin degigebile-
cedl dislintilir. Gergektende bu konuda yapilan ¢alismalar da
bununla uyunluluk igindedir. Hernandez ve arkadaslari(1980)
orak hiicre anemili gocuklarda immin globulin diizeylerinin
defismedigini, ancak sickle cell'li erigkinlerde IgA nin
arttigini bildirmiglerdir(20 ). Yine De Cealea ve arkadag-
lar1(1986) iki yagandaki sickle cell'li gocuklarda serum IA
seviyesinin arttigini ancak IgG ve IgM'de herhangi bir anor-
malligin gozlenmedigini bildirmiglerdir(l5). wWenkatarman ve
arkadaglari da sickle cell'li hastalarda agrili vasocclusive
krizler siiresince B hiicre fonksiyonlarinda degigikliklerin
oldufjjunu g@stermiglerdir(35 ). Kiling¢ ve arkadaglari(1986)
sickle cell anemi hastalifinin hafif ve agir formlaranda

IgG ve IgA nain her iki gruptada kontrollere gtre anlamli
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olarak arttagini IgM'lerin ise her iki grupta da kontrolle-~
re kiyasla oldukga dlstik oldudunu gbstermiglerdir(Zl’).’
Natta ve arkadaglari sekiz orak hiicre anemili g¢ocuklarda
yaptiklari galismada IgG ve IgA'nin normallere kiyasla an-
lamla bir sekilde arttidini ve IG deki bu artisin bu hasta-
larda siksik tekrarlanan enfeksiyonlarin nedeni olabilece-~
gini ileri sirmliglerdir. '

Yine g¢aligmamizda lenfosit transformasyonunun hasta-
ligin siddetli formunu gosteren kigilerde hafif ve kontrol;
lere kiyasla oldukg¢a digiiktli ve aralarandaki fark istatis-
tiksel ydnden anlamli bulundu. llernandez ve arkadaglari(1980)
orak hiicre anemili sahaislarda yaptiklari galigsmeda PhA uya-
risina kargi lenfosit transformasyonunun bu hastalarda bo-
zuldufunu bildirmislerdir(20 ). Yine Wenkaterman ve Wles-
terman adla arastiraicilarda(1985) bu hastalarda kriz esna-
sinda blastogenik cevabin anlamli olarak azaldigini bildir-
muglerdir(35 ). Bulgularimz her iki g¢alaigmayla da uyum igin-
dedir. Yine bu hastalarda benzer bir calismayi Hendriks(1984)
ve arkadaglari yapmaiglardir. Bu hastalarda PhA ve Con A va
kargi lenfosit transformasyonunu normal bulmuglér. Hatﬁa bu
hastalarda timidin aliniminin arttigini ve bu hastalaran
hiicresel immiinitelerinde bliylik bir defektin ileri slirlilemiye-
cegini bildirmiglerdir(19 ).

piitiin bu gdzlemlere dayanarak orak hiicre aﬁemili hag-
hastalarin immiin fonksiyon yeteneklerinin bozulduunu ve bu
fonksiyonel bozulmanin her iki varyanttaki durumlarinin farke-

11 oldugu, hafiflerde bu bozulmalarin daha hafif bir gekilde
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hastaligain gidigine paralel olarak seyrekligi disiinilebilir.
Ozetle, bu hastalardaki hlicresel immﬁnitedén sorumlu
hilcrelerin sayllarlndakpek fazla bir dedigiklik gdriilmemek-
te(1,25), sadece fonksiyonlarinda bozulma olmaktadir. Yine
humoral immiin sistemde de sadece hastalifin giddetldi dufumn
lara gegmesi aninda hem B hlicre sayisinda ve hem de serum -
immiinglobulin seviyelerinde degigiklikler meydana geliekte~
dur(35 ). Ancak bu hastalarda immiinolojik fonksiyonlarin

Snemli derecede bozuldugu bir ger¢ektir.



OZET

Bu galigmada orak hiicre anemili hastalarain"hafif"ve
"agir" formlarinda, notrofil kemotaksis, opsonik aktivitele-
ri, lenfosit transformasyonu ve serum lgG, IgM, ve IgA dii-
zeyleri ile Cg dizeyleri aragtiraldi, Her iki grup yukarida-
ki parametreler agisindan hem Xkendi aralarinda hem de kont-
rol grubu ile karsgilagtairailda,

Nstrofil kemotaksis deferleri hastaligin adir formu-
nu gtsteren gahislarda normal ve kontrollere gore diigiik bu~-

lundu ve aralarindaki fark istatis;iksel ytnden anlamlaydi

(p €0.001).

Serum opsonik aktivite, hastalidin her iki wvariantin-
da da oldukga azaldidi gbriildil. Kontrollerle aralarindaki
fark anlamlaydi (p <0.001). Serum IgG, IgM ve IgA ile Cyal~
zeyleri onemsiz bazi farklarain diginda normal sinirlarda
bulundu. -

Lenfosit transformasyonu agir varlantlarda hem kont-
rollere hemde hafif variantlara kiyasla oldukga azalmigta.
Sonug istatistiksel ytnden anlamliyda ( p<0.001). Hasta-
1i1§ain hafif formunu gdsteren gahislarin notrofil degerleri -

serum immunglobulin ve C3 diizeyleri ile lenfosit transfor-
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masyon bulgulari kontrollerle hemeh hemen ayni diizeydeydi.
Sadece opsonik aktiviteleri normgllere oranla anlamli bir

gekilde azalmigti. Bu galigmanin orak hiicre anemili hasta-
larain her ikl grubundaki immiin fénksiybnlarl hakkinda bilgi

vermesi ag¢isindan ¢nemi vardar,
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