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1. OZET

AMAGC:Orak hicreli anemide inflamasyon ve tromboz artmistir. NETosis, birgok
inflamatuar ve malign hastalikta artmistir ve trombozla iligkilidir. Bu ¢alismada, orak
hicreli anemili hastalarda uyarilmamis nétrofillerde NETosis’in artip artmadiginin

arastirilmasi amaglanmistir.

MATERYAL VE METOT: Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Hematoloji bélimiine
basvuran orak hucreli anemili hastalarin ve sadlikli kigilerin kan ornekleri, onamlari
alindiktan sonra alinmigtir. Calismaya, 25 (yirmibes) orak hucreli anemi hastasi ve
kontrol grubuna da 25 (yirmibes) saglikli birey dahil edilmis, hastalarin ve saghkh
bireylerin 2 mL’lik vendz kan 6rnekleri, nétrofil elastaz enzim diizeyi igcin EDTA’lI tlpe,
Mersin Universitesi Tip Fakultesi Hematoloji Bilim Dali polikliniginde alinmistir. Notrofil
izolasyonu icin EDTA’'h tipe alinan kan ornekleri 4000 devirde 10 dakika santrif(j
edildikten sonra +4 °C’de Mersin Universitesi Tip Fakdltesi, biyokimya laboratuarinda
saklanmistir. Tim kan ornekleri ayni anda calisiimistir. MACSxpress® Neutrophil
Isolation Kit Human kullanilarak elde edilen nétrofiller NETs olusumu igin kullaniimistir.
NETosis ASSAY Kit asamasinda hicreler NET assay buffer ile sispanse edilip inklibe
edildikten sonra santriflij edilerek noétrofil elastaz enzim aktivitesi c¢alisiimasi igin
toplanmistir. Elde edilen supernatantlara NET Assay Neutrophil Elastase Substrate
eklenerek inkiibe edildikten sonra plate Uzerindeki film acilarak 405 nm de
okutulmustur. Standartlardan faydalanarak konsantrasyon absorbans grafigi gizilmis
ve hesaplamalar Tibbi Farmakoloji Laboratuarinda ve Biyokimya hesaplanmistir.
immun floresan ve taramali elektron mikroskobu gérintileri igin hasta ve kontrol

gruplarindan kan ornekleri alinarak uygun protokollerle hazirlanmigtir.

BULGULAR: Calismada; orak hucreli anemili hastalarda saglikli bireylere kiyasla
NETosis olusumunun arttigi gdésterilmistir, bununla beraber her 2 grup arasinda
istatistiki bir fark saptanmamistir (p=0,329). Agrili kriz sayisinin artmasiyla NETosis

olusumunun arttigi da gésterilmigtir.

SONUG: Bu calismada, orak hucreli anemili hastalarda saglikla bireylere kiyasla
NETosis olusumunun arttigi gosterilmistir. NETosis olusumun orak hicreli anemi
hastaliginin etiyopatogenezine katkisina dair daha fazla sayida vaka ile yapiimig daha

fazla sayida caligmaya ihtiyag vardir.

ANAHTAR KELIMELER: orak hiicreli anemi, NETosis , notrofil elastaz, tromboz



2. ABSTRACT

OBJECTIVE: The aim of this study was to demonstrate the increased inflammation in
sickle cell anemia by demonstrating the activity of NETosis and to regulate the
prophylaxis necessary for life-threatening thrombosis, which may occur at the end of

this process.

MATERIAL AND METHODS:BIlood samples of patients with sickle cell anemia and
healthy persons who applied to Mersin University Medical Faculty Hematology
Department were taken after their consent was obtained. Twenty-five (25) and 25
(twenty-five) healthy individuals were included in the study. 2 mL venous blood
samples of the patients and healthy individuals, EDTA tube for neutrophil elastase
enzyme level, received at Mersin University Medical Faculty Hematology Department.
Blood samples taken into EDTA tube for neutrophil isolation were centrifuged at 4000
rom for 10 minutes and stored at +4 °C at Mersin University Medical Faculty
biochemistry laboratory. All blood samples were studied simultaneously. Neutrophils
obtained using MACSxpress® Neutrophil Isolation Kit Human were used for NETs
formation. In the NETosis ASSAY Kit stage, cells were suspended with NET assay
buffer and incubated, then centrifuged to collect neutrophil elastase enzyme
activity. The supernatants were incubated with the addition of NET Assay Neutrophil
Elastase Substrate and the film on the plate was opened at 405 nm. The concentration
absorbance graph was drawn by utilizing the standards and the calculations were
calculated in the Medical Pharmacology Laboratory and Biochemistry.

Blood samples from patient and control groups were prepared for appropriate
fluorescence and scanning electron microscope images and prepared with appropriate

protocols.

RESULTS: Although no statistically significant difference was found, we showed that
NETosis formation increases in patients with sickle cell anemia compared to healthy
subjects (p=0,329). We also showed that NETosis formation increses with the

increasing number of painfull crisis in these patients.

CONCLUSION:

In this study, it has been shown that NETosis formation increases in patients with sickle
cell anemia compared to individuals with health subjects. However, more studies with
larger number of cases are needed for understnading the NETosis in the

ethiopathogenesis of sickle cell disease.
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3. GIRIS VE AMAC

Orak hucreli anemi, bircok organ sisteminde hasar olusturan, en sik gdrilen
konjenital hematolojik hastaliktir. Beta globin genindeki 6. pozisyondaki nokta
mutasyonu sonucunda glutamik asit yerine valin gegmesiyle gelisir. Bu mutasyonun
homozigot olmasi durumunda, hipoksik sartlarda eritrosit icindeki hemoglobin
tetramerlerinin anormal polimerizasyonu olur, neticede daha az esnek orak hucreler
ortaya gikar ve hemoliz gelisir. Klinik tabloda tekrarlayan agrili krizler, kronik hemolitik
anemi, akut gdgis sendromu, pulmoner hipertansiyon, stroke, bodbrek yetmezligi,
priapizm, bacak Ulserleri, osteonekroz ve kardiyak hastalik yer almaktadir. Hastalik
patogenezinde, artmis vaskiler inflamasyon, endotel hasari ve koagllasyon
aktivasyonu da yer almaktadir. Hem intrinsik, hem ekstrinsik koagulasyon yolaginin
aktivasyonu ile tromboza yatkinlik olmasi, —hiperkoagulabl durum- hastalikta 6nemli
bir morbidite ve mortalite sebebidir. Hastallkta vendz tromboemboli riskinin arttigi
yapilan calismalarla ispatlanmistir.Sistemik koaglilasyon aktivasyonunun belirtecleri
olan koagulasyonun trombin-antitrombin kompleksinin, D-dimer seviyesinin, trombin
dretiminin, hasta plazmalarinda arttigi, dogal antikoagtlan proteinleri olan protein C ve
protein S seviyelerinin ise azaldig1 gosterilmistir. Ayrica, artmis platelet aktivasyonu,
dolasimdaki artmis aktive endotel hiicreleri ve monositlerden doku faktort ekspresyonu
arttig1 da gézlenmistir. Sonug olarak orak hiicre anemili hastalarda asiri koagulasyona

kronik bir yatkinhk vardir.

NETosis, oksidatif ve oksidatif olmayan yollarla konak savunmasinda ve birgok
hastalikta inflamasyonun bir pargasidir. DNA parcgalari ve granuler antimikrobiyal
proteinler iceren notrofil kromatinleri, nétrofil elastaz, myeloperoksidaz, laktoferrin,
katepsin G ile hicre diginda etki gdsterir. Patojenlerin, otoantikorlarin, immun
komplekslerin NETs olusumunu tetikledigi bilinmektedir. Bu siregte noétrofillerden, DNA
ve histonlardan olusan, iginde pek ¢ok granul protein, notrofil elastaz, myeloperoksidaz
iceren yapl, hucre digina salinir. NETs olarak tanimlanan bu yapinin &ncelikli
fonksiyonu patojeni fiziksel olarak cevrelemektedir. Boylelikle baglatilan inflamasyon
surecinin konaga verdigi zarar en aza indirilir. Yanlis zamanda ya da disik yogunlukta
sekillenmesi ise organizmada olumsuz durumlara sebep olmaktadir. Sepsis esnasinda
NETs salinimi ile damar endotelinde hasarlanma gelisir. Bunun sonucunda trombus
meydana gelir. Kanser hastalarinda enfeksiyon, NETosis ve metastaz arasinda bir iligki
oldugu dusundimektedir. Otoimmun hastaliklarindan ANCA iligkili vaskdlitlerde,
sistemik lupus eritematozus, romatoid artrit hastalarinda organizmada surekli NETs

yapilarinin bulunmasinin otoantikorlarin daha fazla Uretimine yol agtigi gosterilmistir.
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Organizmada dogal bagisikhdin énemli bir unsuru olan NETosis immunitenin iki kenari

keskin kilici olarak kabul edilmektedir.

Bu calismada,orak hlcreli anemide artan inflamasyonu, NETosis aktivitesini
gOstererek ortaya koymak ve bunu bir belirte¢ olarak kullanarak bu sirecin sonunda
meydana gelebilecek hayati tehdit eden tromboz gibi durumlar icin gereken
profilaksinin dizenlenmesini saglamak ve NETs olusumunun bu hastalik grubunda,
saglikli bireylere kiyasla daha fazla oldugunun goésterilmesi durumunda, 6zellikle agrili
kriz donemlerinde antitrombotik ilag kullanimi destekleyen kuvvetli bir bilimsel veri elde

edilmesi amaclanmistir.



4. GENEL BILGILER
4.1.1 Orak Hucreli Anemi

Orak hucre hastaligi, otozomal resesif kalitim gosteren, bircok sistemi etkileyen,
hemolitik anemi ile seyreden kronik bir kan hastalididir. Dinyada en sik saptanan
hemoglobinopatilerdendir. 8 globin zincirinin 6. pozisyonunda glutamik asitin valinle yer
degistirmesi sonucunda anormal bir hemoglobin olan HbS meydana gelir. Bu
mutasyonun sonucu olarak oksijensiz HbS polimerize olur ve kati kristal halinde
cOkerekeritrositlerde bikonkav disk seklinde yarimay benzeri orak seklini alir .
Oraklagmig olan bu eritrositler kan akiskanhidinda yavaglamaya ve sonunda damar
tikanikligina yol agarak klinik bulgularin ortaya ¢ikmasina neden olur. Dinyada yilda
300.000 orak hicre anemili cocuk dinyaya gelmektedir ve Turkiye'nin glineyinde
yasayan insanlar arasinda hemoglobin S sikliginin, %3,9 oldugu bildirilmigtir. Bu sikhk
Arapca dilini konusan insanlarda %9,6’ya ulagsmaktadir. Son yillarda hasta bakimi ve
destek tedavisindeki olumlu gelismeler ile ¢ocukluk yaslarinda 6lim riski azaltiimis
olmakla birlikte 6lum riski yetiskin yaslarda ylksek seyretmektedir. Orak hucre
hastalarinda ortalama yasam suresi 39 yas olarak goérilmektedir. (yayinlanmamis

veriler).!

=

==
S
R | >,

Sekill: Normal eritrositler (1), Orak seklini almig eritrositler (2)
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4.1.2 Genetik

Orak hdacreli anemi, otozomal resesif olarak kalitiimakla beraber akraba
evliliklerinde goérulme sikhdr artmistir. Orak hlcre mutasyonu homozigot ya da
heterozigot olarak meydana gelebilir. Heterozigot durumlarda anne ya da babanin
sadece birinden mutant gen alinir ve bunun sonucunda HbA ile HbS birlikte bulunarak
orak hicre tasiyiciliyi meydana gelir. Tasiyici bireyler hastalik belirtisi gostermezler,
tetkikler esnasinda tesadifen anlasilirlar. Homozigot durumlarda anne ve babadan
mutant genler alinarak orak hiicre hastaliyi meydana gelir.2 Orak hicreli anemili
hastalarda, tasiyicilar ve normal bireylerin Hb’leri arasindaki elektroforetik ve kimyasal
farkhliklarin tespit edilmigtir ve orak hucreli aneminin molekiler bir hastalik oldugu
ortaya konmustur.® HbS ile normal Hb karsilastirildiginda ‘hem’ gruplari arasinda bir
fark olmadigi, globin molekiliindeki farkhligin énem kazandigi gordlmuistir.* Orak
hicre geninin diger hemoglobinopati genleri ile birlikte bulunmasi, farkli orak hicre
hastal@: tiplerinin gérilmesine neden olur. Ornek olarak; HbA2'nin %3-5 arasinda
oldugu ve daha hafif seyirli klinik bulgulara yol agan orak hicre-f talasemi tablosu
gOrilebilir. Bu tir hastalarda goérilen klinik 6zelliklerini, B geni mutasyonunun tipi ve
HbA miktari belirlemektedir. Orak hicre hastaligi ile birlikte diger heterozigot durumlar;
orak hlcre-hemoglobin C (SC) hastaligi, orak hucre-hemoglobin Lepore, orak hicre-

hemoglobin O ve orak hiicre-hemoglobin D olarak gorilebilir.>®

4.1.3 Gorulme Sikhigi ve Cografi Dagilim

Orta Afrika,hastaligin en sik gorildigu boélgelerdendir. Bazi etnik gruplarda %40
dolayinda tasiyiciik goérilmustiir.”®Hastalik, italya’nin giiney, Yunanistan'in kuzey ve
Tarkiye'nin glney bolgelerini kapsayan Akdeniz  Ulkelerinde, Orta Dogu ve
Hindistan’da yaygin olarak gorulmektedir. Dinyada 200 milyon kigiden fazla orak hucre

tasiyicisi bulunmaktadir ve her yil yaklasik 200-300 bin yenidodan birey eklenmektedir.

Ulkemizde yapilan tarama galismalari sonucunda Cukurova Bélgesi’ nin

OHH’nin en sik gorildigl bolge oldugu ortaya konmustur.®1°
Saglk Bakanligi ve Ulusal Hemoglobinopati Konseyi’nin verilerine gore tasiyici

sikliginin Adana’da %10, Antakya’da %10,5, Mersin’de %13,6 ve Ulkemizdeki toplam

hasta kigi sayisinin yaklasik 1200 civarinda oldugu gosterilmigtir.*112
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4.1.4 Patofizyoloji

B globin zincirinin 6. pozisyonunda yer alan glutamik asitin valinle yer
degistirmesi bir baska deyisle deoksiribonilkleik asitte (DNA) adenin yerine timin
gelmesine bagli olarak (GAG-GTG) HbS molekllli meydana gelir. Oksijeni birakan HbS
molekulinin ¢oézunurliGgl azalir, viskozitesi artar. Oksijensiz HbS tetramerleri kendi

aralarinda etkileserek polimer lifgikleri olusturarak lifler halinde biraraya gelirler.*®

Hb tetramerleri oksijensizligin siresine ve siddetine bagh farkl bigimlerde
polimerize olur ve orak bigimli eritrositlere dénlslrek dolasimda akigkanhgi azaltirlar.
Bdylece kan akimi yavaslar ve bu durum kiglik damarlarda tikaniklik ve oksijensiz
ortam olugsmasina neden olur. Siklikla yeniden oksijenlenme ile orak seklini almig
eritrositler eski bicimini kazanirken, bir kismi ise hlicre membranlarinda olusan kalici
hasar nedeniyle normal sekline dénemez. Bu eritrositler damar tikaniklidina yol acarak
dokularda hipoksi meydana getirir. Agrili kriz ve organ nekrozu ile sonugta akut ve
kronik doku harabiyetine neden olan bir slire¢ baslar. Her bir hasta icin kalici
oraklasmis hlcre sayisi siklikla sabittir ve esas olarak kansizlik derecesiyle

iligkilendirilir.4

4.1.5 Orak Hiicre Hastaligi Ve inflamasyon

inflamasyon; patojenlere karsi dogal ve kazanimis bagisiklikla ilgili
reaksiyonlarin rol oynadi§i immiin reaksiyondur. invazif patojene yanit olarak nétrofil ve
makrofaj gibi inflamatuvar hucrelerin birikimi, patojenin fagositozu sonrasi gesitli sitokin
ve kemokinlerin salgilanmasi ve bu molekiillerin lenfositleri aktive ederek kazaniimig
bagisiklik yaniti baglatmasi ile inflamasyon baslar. Bu inflamasyon enfeksiyona yol
acan patojenin ortadan kaldirimasiyla ya da patojenin ortadan kaldirilamadigi
durumlarda, uzun sireli inflamatuvar yanitlarin baslatiimasiyla sonlanir. Yapilan
calismalarda, orak hucreli anemi hastaliginin patofizyolojisinde inflamasyonun énemli
roli oldugu gosterilmistir.’>1¢17 Sekil 5'de Ozetlendigi gibi oksijensizlik, HbS
polimerizasyonuna neden olur, bu durum da eritrositleri oraklastirir. Damar tikanmalari,
orak eritrositlerin 10kositlerle ve vaskuller endotelle olan etkilesimi sonucu meydana
gelir. Bu damar tikanmalari infarktlara, hemoliz ve inflamasyona neden olur,
inflamasyon, salinan adezyon molekullerinin sayisini arttirir, oraklagmig eritrositlerin
vaskuler endotele yapisma egilimini arttinr ve batin bunlar damar tikanmalarini
arttirarak déngllyli devam ettirir. iskemik dokunun yeniden kanlanmasi serbest

radikalleri olusturur ve bu da doku hasarina yol agar. Hasarlanmis eritrositler, plazma
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icerisine serbest Hb salar. Bu serbest Hb, NO’ye yiksek oranda baglanir, fonksiyonel
NO eksikligine neden olur ve damarsal hasar olusmasina yol agar.* Orak hicreli
anemide uzun sureli inflamasyon bulgulari olmakla beraber, hasta, damar tikayici krize
girdiginde akut inflamasyon bulgulari alevlenir.’® Uzun sireli hemoliz sonucu agiga
cikan hcre igerigi, plazmanin kimyasal bilesimini degistirmekte ve inflamatuvar bir

ortam hazirlamaktadir.’

HbS polimerizasyonu, hiperviskozite, damar tikanikligi, hemoliz ve endotelyal
disfonksiyon sdz konusudur.** inflamasyonda; proteinlerin oksidasyonu ve lipid
peroksidasyonu ile zararli oksidan Urlnler ortaya ¢ikar. Bu slregte; salinan sitokinler
tarafindan, aktivasyonun gerceklesmesiyle birlikte tikaniklik sonrasi inflamatuvar sireg
baslayabilir. Olaylar dizisi: ATP’nin hipoksantine yikimi, ksantin dehidrogenaz’'in
ksantin oksidaz’a doéndstlridlmesi ve oksijenli kan akiminin tekrar gelmesi ile

sliperoksid radikallerinin Uretilmesi seklindedir.81%:2

Orak hiicre hastaliginda inflamatuvar yanitlar, endotel hasari ve oksidatif stres
yakin iligkilidir. Doku diizeyinde, aktive olmus inflamatuvar hicrelerden,
myeloperoksidaz, NADPH oksidaz ve 12/15-lipoksijenaz gibi yliksek dizeyde oksidan
Ureten enzimler salinir. Bu enzimler, dokuda oksidatif hasar olusumuna neden olur ve
inflamatuvar yanitlari tetikler.22 Uzun sureli inflamasyonda anjiyogenezis artmistir.
Plazma vaskuler endotelyal bluyime faktérl ve plasenta blylime faktori de artmistir.
Bu iki madde de proanjiyojenik faktorlerdir. Plasenta blUyUme faktorl, artmig
eritropoetin seviyeleri ile vaskiler endotelyal blyime faktéri ise hem uzun streli
hipoksi, hem de plasenta blylume faktéru tarafindan uyarilabilir. Eritropoetinin kendisi
de anjiyogenezise neden olmaktadir.?2%24 Endotel, normalde pihtilagsma sisteminin
dizenlenmesine yardimci olan trombojenik olmayan bir ylzey igerir.?>2% Orak hicfreli
anemili hastalarda 6zellikle akut damar tikayici krizler esnasinda pihtilasma sistemi
aktive olmaya meyillidir. Bu durumun gelismesinde; ciddi trombin Utretimi, trombositlerin
uyarilmasi, fibrinolizis ve antitrombotik yapilarin tiketimi rol oynamaktadir. Pihtilagma
sisteminin tetikleyicisi olan doku faktoru,orak hlcre hastaliginda monositlerden ve

endotel hiicrelerinden anormal sekilde salinmaktadir.?’:28

13



GG - TG

] LR

rRIORMAL Hi = HbSs

HbS'nin polimerizasyanu

!

Eritrositlerin oraklagmasi

Geri dndgsiz oraklagan eritrositler

Eritrositendotel adexyarniu Pihtilagsma tTakitarlierinin uyvarilmas:

/

Darmar ikanikhid

l

Dokularda yverel iskemi

Fibrozis wve doku hasarn

i

Crgan yetrmezlidi

Sekil 2. OHA patolofizyolojisi 2

4.2.1 NETosis

ilk olarak 2004 vyilinda,nétrofillerin hiicre disina kromatin aglar salarak
patojenleri etkisiz hale getirebildigi kesfedilmistir.2° 2007 yilinda bu cevabin sonucunda
noétrofillerin canliliklarini vyitirdikleri gorulerek bu yolak NETosis (nétrofil hicre disi
tuzaklarl) terimi ile  tanimlanmistir3  Nekroz ve  apopitozdan  farkli
mekanizmalarlaendojen ve ekzojen uyaranlarla bu yanitin eozinofiller, mast hicreleri,
monosit ve makrofajlar tarafindan da verilebilecegi dislniimektedir. interldkin-1 alfa,
amfoterisin hmgb 1 (yluksek motilite grup 1), urik asit kristalleri, HPS (is1 sok proteinleri)
gibi endojen uyaranlar genellikle hasar goérmus dokulardan salinarak, steril
inflamasyona neden olurken gesitli mikroorganizma yapilari, patojen iligkili molekdler
patternler gibi ekzojen uyaranlarla farkli bir NETs yaniti meydana getirmektedirler.3? ilk
olarak,PMA (forbol miristat asetat) ile 4 saat inkiibe edilerek uyariimis nétrofillerin,
hicre disina bakterisidal etkili intrastoplazmik granuillerden salinan proteinleri, agiimig
DNA parcalarini ag benzeri bir yapi seklinde saldigi ortaya konmustur.Ginumuzde
NETSs aktivitesinin, mikroorganizmalari bagladigi, yayilmalarini engelledigi ve ek olarak
kronik inflamasyonun, otoimmun hastaliklarin bagisiklik sistemi agisindan énemli bir

bileseni oldugu distinllmektedir.30: 333435
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4.2.2 NETsCesitleri

NETS vyanitinin heterojendir;vital (yasamsal) ve suisidal (6ldUriicl) olarak
adlandinlan iki farkh yol ile bu yanitlarin olugtugu gorisu son yillarda
onplandadir.®2Notrofil fonsiyonlarindan fagositoz ve kemotaksis iglevlerinin korundugu
olaylarda vital NETosis, hicre éliminin gerceklestiginde ise suisidal NETosis s6z
konusudur. iki yoldan hangisinin aktive olacagini belirleyen temel etken, uyarinin
cesididir. Suisidal NETsile ilgili in vivo ve in vitro bircok calisma yapilmakta iken, vital

NETS ile ilgili bilgiler heniiz baslangi¢c asamasindadir.32:36:37

Yapilan ¢alismalarda PMA uyarisinin en potent uyaran olarak ROS yolagini aktive

ederek suisidal NETS olusumunu tetikledigi goriimustar.

Toll like reseptorler gibi konadin spesifik hale getirdigi, mikrobiyal spesifik

patternlerle isevital NETS aktivitesinin tetiklendigi gorilmastar. 3038

Suisidal NETs yanitiNADPH oksidaz bagimli reaktif oksijen radikalleri (ROS;
superoksidaz, hipoklorid, peroksidaz)olusumu ile aktive olmaktadir. Aktivasyondan
dakikalar sonra nétrofiller dizleserek patojene tutunur. Yaklasik bir saat icerisinde
hicrenin ¢ok loblu ¢ekirdek yapisi birleserek tek bir lob haline gelir. Sonraki bir saat
icerisinde PAD 4 (peptidil arjinin deiminaz 4) bagimlh sitrillenmis histonlarin ROS
aktivasyonu sonucu salinan myeloperoksidaz ve nétrofil elastaz enzimlerinin ¢ekirdek
icine salinmasi ile kromatin yapi acilir,¢cekirdek vakuollesir, mitokondriyal disfonksiyon
meydana gelir.intrasitoplazmik graniillerden salinan myeloperoksidaz, nétrofil elastaz,
katepsin G, proteinaz 3, bakterisidal proteinlerden katyonik bakterisidal/permeabilite
arttiran protein, kalgranulin, alfa defensin, laktoferrin, pargalanmis nétrofil hicre
membranindan ekstraseliiler ortama salinir. Ekstraselller alanda sadece ince uzamis
filamentler degil, ayni zamanda hicrenin kapladigi alani 10-15 kat buyuten bulutsu

yaplilar meydana gelir.343940

Vital NETs yanitinda ise ROS’den bagimsiz sekilde DNA pargalarinin ekstraseltler
alana salinimi, vezikullerle hiicre membrani dagilmadan suisidal yola gére daha hizh
olmaktadir. Bu sekilde geriye kalan anukleer hicreler, fonksiyonlarini korumus
olmaktadir. insanlarda incelenen abse drneklerinde bu sekilde aniikleer nétrofillere

siklikla rastlanmaktadir.
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Jacterna A

ung LPS PHMA
viruses ™MLP H,0,
parasites -8 Calcdum lons

Sekil 3. NETs olusum mekanizmasi: reseptoérlerin uyaranlarla (bakteri, fungus, virus,
parazit, kimyasal faktorler- lipopolisakkardiler gibi-)stimulasyonu (A) PAD4 uyarisinin
olugsmasi, histonlarin sitrillenmesi ve noétrofil elastaz, myeloperoksidaz ile histon
boélinmesi sonucunda kromatin dekonsendasyonu, nétrofillerin endotele tutunmasi(B)
NETs salinmasi ve bakterileri yakalamasi (C).

4.2.3 NETsveKronik inflamasyon

Konak bagisiklik yanitinda mikroorganizmalarin eliminasyonu agisindan hem
vital hem suisidal NETs her ne kadar énemli bir rol oynasa da 6zellikle suisidal NETs
yanitinin damar endotel hucrelerinde hasara, tromboza ve diyabetik yaralarin
iyilesmesinde gecikmeye yol agabildigi gorulmuastir. Ek olarak, suisidal NETs yolaginda
bozulmus regllasyonun, kronik inflamasyonun gérildigiotoimmun hastaliklarda
(sistemik lupus eritomatozis, romatoid artrit, gut, psoriazis, ANCA iligkili vaskdalit),
kanser, TRALI (transflzyon iligkili akut akciger hasari), trombotik olaylarda rol oynadigi

belirtilmigtir. 344041
4.2.4 NETs ve Tromboz

Virchow triadi, staz, endotel hasari ve hiperkoagllasyon bilesenleri olan bir
tromboz olusum mekanizmasidir. Staz, platelet birikimine ve prokoagulan maddelerin
artmasina ve trombls formasyonuna neden olur. Ek olarak lokal hipoksi de endotel
akitivasyonuna neden olabilmektedir. Aktive endotelden, platelet tutunmasina ve
birikmesine neden olan von Willebrand faktér salinmaktadir. Ayni zamanda aktive

endotelden NETosis’i tetikleyen uyaranlar da salinmaktadir.4:42:43:44

16



tissue damage
(Virchow’s triad)

adhesin

Sekil 4. Damar hasari sonrasi pihti olusumu: Endotel hicrelerinde damar hasari
sonrasi VWF (von Willebrand faktor) salinimi (A) Platelet ve nétrofillerde aktivasyon (B)
Aktive plateletlerin de notrofilleri uyarabilmesi (C), Cekirdekte degisimler (D), NETs
olusumunun kan hucrelerini, proteinleri, fibrin yapilarini baglamasi ve pihti olusumuna
neden olmasi (E)%

4.2.5 NETs Belirtegleri ve NETosis Saptama Yontemleri

NETs olusumu, vital ve suisidal yolaklarin her ikisinde de isleyislerinin ve
hicresel mekanizmalarinin farkh olmasi nedeniyle in vivo ve in vitro farkl yontemlerle

ortaya konulabilmektedir.

NETs olusumunu saptamak igin kullanan kantitatif ydontemlerin basinda klasik
mikroskobik analiz gelir. Immun boyamalarla gekirdek dagiimasi, gekirdek ve graniiler
proteinlerin goérilebilmesi ¢odu zaman mimkin olabilmektedir. Bu yéntemin 6znel

olmasi ve pozitif ayrimciliga agik olmasi objektivitesini azaltmaktadir.

Multispektral gérintileme ve flow sitometri yontemi ise floresan mikroskobu ve
akim sitometri yontemlerini harmanlayarak objektif bir incelemeyi mimkin

kilmaktadir.#®
Baglica kullanan yéntem ve belirtecler sunlardir:

a) Hucre disi DNA ve bu DNA’ya eslik eden nétrofillerden salinan proteinlerin
mikroskop ile immun boyama sonrasi incelenmesi: Ginumuzde kullanilan
en popller ydontemdir. islenmesi kolaydir; nétrofillerin inkubasyonu sonrasi

myeloperoksidaz, proteinaz 3, nétrofil elastaz gibi proteinlerin ve hicre disi
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DNA’nin immun fiksasyon sonrasi boyanmasina dayanir. Fotografik gorintu
alinir. Objektivitesi disuktlir. NETs spesifitesi dnlem gerektirir,45:46.47:48.49.50

b) Sitriillemis histonlarin varhgi: islenmesi kolaydir, ancak sadece PAD-4
bagimh yol ile olusan NETs saptanabilir. Obijektivitesi dusuktir. NETs
spesifitesi onlem gerektirir. 4> 47. 48, 49,51

c) Hucre vyapisi olmadan DNA aranmasi: Kit gereklidir, diger hicre
Olimlerinden ortaya c¢ikan DNA parcgalari da saptanabilir. Objektivitesi
ylksektir. NETs spesifitesi onlem gerektirir. 525354

d) Myeloperoksidaz/Noétrofil  elastaz- DNA  kompleksi:  Standardizasyon
gereklidir. Objektivitesi yiksektir. NETs spesifitesi ylksektir,4546:47:54.55

e) NETosisin goriuntiye dayali akim sitometri yontemi ile saptanmasi: Yaygin
kullanima ihtiyag vardir. Objektivitesi yliksektir. NETs spesifitesi yiliksektir.>’

f) Hulcreye eklenmis NET bilesenlerinin akim sitometrik yol ile saptanmasi: ileri
¢alismalara ihtiyag vardir. Objektivitesi ylksektir. NETs spesifitesi potansiyel

olarak ylksektir.5®

4.3 Orak Hiicre Anemili Hastalarda Notrofil Aktivasyonu

Orak hicre anemili hastalarda goérilen morbidite ve mortalitenin en énemli
nedeni vaskuler okllizyondur. Vazo- okluziv olaylarda nétrofil aktivasyonunun énemli rol
oynamasi, NETs olusumunun ve bunun sonucunda meydana gelen c¢esitli belirteclerin
saptanmasi, bu hastalarin mortalite ve morbiditesinin ortaya konmasinda 6énemli bir rol

oynamaktadir.#159.60.61
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5. HASTALAR VE YONTEM

Bu galigmada, Mersin Universitesi Hematoloji poliklinigine 01.01.2018 — 01.07.2017
tarinleri arasinda bagvuran ve calismaya katilmayi kabul edenorak hicre hastaligi
disinda bilinen herhangi bir hastaligi olmayan bireyler hasta grubu olarak, bilinen
herhangi bir kronik hastaligi olmayan bireyler ise kontrol grubu olarak calismaya
alinmistir. Gig¢ analizi PASS v.11 paket programi deneme surimu ile yapilmistir.
Calismadan elde edilen veriler istatiksel degerlendirmesinde gruplarin
karsilastirilmasinda verilerin dagilim sekline bagli olarak Independent Samples t test ve
ANOVA veya Mann- Whitney U test ve Kruskal- Wallis testlerinden yararlanilimistir.
Kategorik degiskenler bakimindan capraz tablo istatistikleri ve Logistic Regression
analizi ile degerlendirme yapilmistir. Glg¢ analizi icin etki buydkligiu d=25 olarak dikkate
alinmisgtir. Minimum o6rneklem genisligi, %5 |. Tip hata payl ve %80 gulg ile 50 birey

olarak saptanmistir.
Orak hiicre anemili bireylerin dahil edilme kriterleri:

1. 18-50 yas arasi

2. 01.01.2018-01.07.2018 tarihleri arasinda Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi Hematoloji Poliklinigi’'ne basvuru

3. Folik asit ya da hidroksilre tedavisi alanl vakalarin dahil edilebilmesi

planlanmistir

Aktif enfeksiyon bulgusu olmamasi

Son 3 ayda kan transflizyonu yapiimamasi

Son 1 ay iginde agrili kriz gegirmemek

Gebelik ya da laktasyon déneminde olmamak

© N o g &

Orak hucreli anemi diginda kronik hastaligin olmamasi (diyabet, hipertansiyon,
hiperlipidemi, kalp, karaciger, bdbrek yetmezligi, koroner arter hastaligi,

serebrovaskiler hastaliklari, kalitimsal hastaliklar, malignite)
Orak hlicre anemili bireylerin diglanma kriterleri:

18 yagindan kuguk, 50 yasindan buyuk hastalar
Aktif enfeksiyon déneminde olmak

Son 3 ay i¢inde kan transfuizyonu yapilmasi
Son 1 ay icinde agrih kriz gegirmek

Gebelik ya da laktasyon déneminde olmak

2 T oA

Folik asit ya da hidroksiure diginda ilag kullanmak
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7. Kronik hastalik olmasi (diyabet, hipertansiyon, hiperlipidemi, kalp, karaciger,
bobrek yetmezligi, koroner arter hastali§i, serebrovaskiler hastaliklari,

kalitimsal hastaliklar, malignite)
Saglikli bireylerin kontrol grubu olarak dahil edilme kriterleri:

18-50 yas arasi

2. Kronik hastaligi olmamasi (diyabet, hipertansiyon, hiperlipidemi, kalp, karaciger,
bdbrek yetmezligi, koroner arter hastaligi, serebrovaskuler hastaliklari,
kalitimsal hastaliklar, malignite)
Duzenli ilag kullanimi olmayan bireyler

Gebelik ya da laktasyon déneminde olmamak
Saglikli bireylerin diglanma kriterleri:

1. 18 yasindan kuguk, 50 yasindan buyuk olmak

2. Kronik hastaligi olmamasi (diyabet, hipertansiyon, hiperlipidemi, kalp, karaciger,
bdbrek yetmezligi, koroner arter hastaligi, serebrovaskuler hastaliklari,
kalitimsal hastaliklar, malignite)
Mersin Universitesi Tip Fakuiltesi Hastanesi personeli olmak

Gebelik ya da laktasyon déneminde olmak

Mersin Universitesi Tip Fakdiltesi Hematoloji bélimine bagvuran orak hiicreli
anemili hastalarin ve saglikli kisilerin kan érnekleri, onamlari alindiktan sonra alinmistir.
Calismaya 25 orak hucreli anemi hastasinin ve kontrol grubuna da 25 saglikh birey
dahil edilerek hastalarin ve saglikh bireylerin 2 mL’lik vendz kan o6rnekleri, notrofil
elastaz enzim duzeyi igin EDTA'lI tipe, Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi hematoloji
polikliniginde Dr. Anil Tombak ve Dr. Gizem Hatem tarafindan alinmistir. Notrofil
izolasyonu icin EDTA’'l tipe alinan kan o6rnekleri 4000 devirde 10 dakika santrifQj
edildikten sonra +4 °C’de Mersin Universitesi Tip Fakdltesi, biyokimya laboratuarinda
saklanmigtir. Tim kan 6rnekleri ayni anda caligiimistir. MACSxpress® Neutrophil
Isolation Kit Human kullanilarak elde edilen nétrofiller NETs olugsumu igin kullaniimigtir.
NETosis ASSAY Kit asamasinda hicreler NET assay buffer ile sispanse edilip inkiibe
edildikten sonra santriflj edilerek noétrofil elastaz enzim aktivitesi ¢aligilmasi igin
toplanmistir. Elde edilen supernatantlara NET Assay Neutrophil Elastase Substrate
eklenerek inkibe edildikten sonra plate Uzerindeki film acgilarak 405 nm’de
okutulmustur. Standartlardan faydalanarak konsantrasyon absorbans grafigi ¢izilmis ve

hesaplamalar Tibbi Farmakoloji Laboratuarinda ve Biyokimya Boélumu’'ndeyapilimisgtir.
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Bu calisma, tek merkezli, rutin muayene, tetkik, tahlil ve tedavi islemleri
sirasinda elde edilmis kan o6rnekleri ile yapiimis kontrolli bir calismadir. Mersin
Universitesi Etik Kurulu'ndan 28.04.2017 tarihinde 2017/134 sayili etik kurulu karari ile

onay alinmigtir.
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6. BULGULAR

Orak hucreli anemili hastalarda NETosis olusumunu gdsterebilmek amaciyla

yapilan calismamiza Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Hematoloji
Poliklinigine basvuran 25 orak hicre anemili gonullli, 25 saghkh gonilli dahil edilmistir.
Her 2 grubun cinsiyet oranlari benzerdi (p=0,859). Hasta grubunun ortalama yasi
36,24+9,58, saglikli kontrol grubunun ortalama yasi 31,75+7,94 idi (p=0,081). Hasta

grubunun 17’si HbS beta (+), 8'i HbSS vakalarindan olusuyordu.
6.1. Hasta ve kontrol grubu ile NETs olugsumu

Hasta ve kontrol grubu olarak NETs olusumunun nétrofil elastaz enzim duzeyi
Olcllerek hesaplamasi yapildiginda, istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmamakla
beraber, NETs olusumunun hasta grubunda, saglikli kontrol grubuna gbére daha fazla
oldugu bulundu. Hasta grubunda ortalama NETosis degeri 1,016+1,59 iken, saglkh
kontrol grubunda 0,657+0,63 olarak bulundu(p=0,329). Hasta grubunda kendi icinde
bakildiginda ise HbS beta (+) vakalar ile HbSS vakalari arasinda NETosis agisindan
(ortalama NETosis degeri sirayla 1,07+1,91 ve 0,901+0,57,
p=0,811)(tablo 9 ve 10).

fark saptanmadi

Tablo.1: NETs olusumunun hasta ve kontrol gruplari ile korelasyonu

Std.

INETS Mean Deviation p Minimum | Maximum
kontrol 22 0,657 0,632 0,05 2,43
SS 8 0,901 0,575 0,595 0,36 2,10
SB 17 1,070 1,916 0,12 8,37
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6.2 Hidroksiire kullanimi ve NETs iligkisi

Hastalarin 7’si hidroksilre kullanirken 18'’i kullanmiyordu. Bu 2 grupta NETosis
olusumunun benzer oranda oldugu bulundu (hidroksilre kullananlarda 1,18+1,85,

kullanmayanlarda ise 0,58+0,34, p=0,411).
6.3 Agrili kriz ve NETs iligkisi

Vakalarin 12’si son 1 yil icinde agrili kriz gegirmemisken, Q'u 1, 2’si 2, 1'i 3 ve 1’
de 4 kez agrili kriz gecirmigti (n=13). Son 1 yil icinde agrli kriz gecirenlerle
gecirmeyenler arasinda NETs olusumu agisindan fark saptanmamakla beraber, agril
kriz gecirenlerde NETs olusum orani daha fazla idi (1,40+2,12'ye karsi 0,59+0,50, p =

0,212).

Tablo.2: Agrili kriz varhgi ile NETS

agrili_kri Std.
z N Mean Deviation p
NETS yok 12| 0,595 0,507
0,212
var 13 1,405 2,127
Tablo.3: Agrili kriz sayisi ile NETS iligkisi
Std.

INETS Mean Deviation p Minimum | Maximum
0 12| 0,5950 0,50657 0,12 210
1 o9l 16578 2 55233 0,36 8,37
2 2| 0,7100 0,49497 0,36 1,06
3 1| 08700 0,87 0,87
4 1| 10500 1,05 1,05
Total 25| 1,0160 1,59722| ,31944 0,12 8,37
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6.4 Diger parametreler ve NETs iligkisi

NETosis gelisimi; hasta grubunda, HbS, HbF, HbA2 dizeylerine, Hb, platelet,
I6kosit, notrofil ve lenfosit duzeylerine, LDH, ferritin ve CRP seviyesine gore farklilk

g6stermiyordu.
6.4. immunfloresan goriintiileme:

Kontrol grubundan alinan kan érnekleri immunfloresan gérintiileme protokoliine

gore hazirlanmistir.

Sekil 5: Kontrol grubu NETosisimmunfloresan goéruntisu (ok ) (10X Buyutme)

6.5. Hasta grubu immunfloresan goriintileme:

Hasta grubundan alinan kan 6rnekleri immunfloresan goéruntileme protokoline

g6re hazirlanmistir.
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http://www.tipacilar.com/immunfloresan-testi/
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Sekil 6: Orak hiicre anemili hastalarda NETosis immiinfloresan gorintist (Ok) (20X

Blyltme)

Sekil 7: Orak hicre anemili hastalarda NETosisimmunfloresan gortntusu (Ok) (20X

Buyutme)

6.6. Kontrol grubu Taramal elektron mikroskopi (SEM)goéruntusii

Kontrol grubundan alinan kanlar SEM protokoltine goére hazirlanmistir.


http://www.tipacilar.com/immunfloresan-testi/
http://www.tipacilar.com/immunfloresan-testi/
http://www.tipacilar.com/immunfloresan-testi/
http://www.tipacilar.com/immunfloresan-testi/
http://www.tipacilar.com/immunfloresan-testi/
http://www.tipacilar.com/immunfloresan-testi/
http://www.tipacilar.com/immunfloresan-testi/
http://www.tipacilar.com/immunfloresan-testi/

Sekil.8 : Kontrol grubu SEM gdruntusi

6.7. Hasta grubu SEM goriintiisi

Hasta grubundan alinan kan érnekleri SEM protokoliine gére hazirlanmistir.

Sekil.9: Orak hicre anemili hastalarda NETosis SEM goruntisi

Sekil.10: Orak hiicre anemili hastalarda NETosis SEM géruntisu
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Sekil.11: Orak hucreli anemili hastada apoptotik hiicre SEM goruntisu
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7. TARTISMA

Orak hucreli anemi, Ulkemizde ve dunyada genetik gegcisli kan hastaliklarindan
mortalite ve morbiditeye neden olan en sik gorulen hemoglobinopatilerdendir. Klinik
tabloda; tekrarlayan agrili krizler, kronik hemolitik anemi, akut gégis sendromu,
pulmoner hipertansiyon, stroke, boébrek yetmezligi, priapizm, bacak Ulserleri,
osteonekroz ve kardiyak hastalik yer almaktadir. Hastallkk patogenezinde, artmis
vaskdler inflamasyon, endotel hasari ve koagullasyon aktivasyonu da yer almaktadir.
Tekrarlayan inflamasyon, ilerleyen u¢ organ hasari ve erken mortaliteye neden
olmaktadir. Kronik inflamasyon, endotelyal disfonksiyonun énemli rol oynadidi orak

hicreli anemide NETosisin patofizyolojide anahtar bir bilesen oldugu goésterilmistir.

NETosis SLE, ANCA iliskili vaskiilit, romatoid artrit, antifosfolipid sendrom gibi
otoimmun hastaliklarda, trombotik streclerde, bakteriyel, fungal enfeksiyonlarda, in
vivo ve in vitro kosullarda hastalik anlarinda ya da verilen uyarilarla birgok calismada

olusturularak, ELISA, immunfloresan, SEM ydntemleri ile ortaya konmustur.

ilk defa 2004 yilinda Brinkmann ve arkadaslari tarafindan nétrofillerin kromatin
ve antimikrobiyal proteinler salarak gram pozitif ve negatif bakterileri bagladigi ortaya
konmustur. 2010 yilinda Brinkmann ve arkadagslari tarafindan c¢alismamiza benzer
sekilde insan kanindan noétrofiller izole edilmig, forbol miristat asetat (PMA) ile
uyariimistir. Sonrasinda taramali elektron mikroskobu ile NETosis olusumu morfolojik
olarak gorilmustir.5? Henliz NETosis saptanmasinda standardize edilmis bir yontem

yoktur.

Bu galismada orak hicreli anemili hastalarla saglikli kisilerinden aldigimiz kan
orneklerinde noétrofil  izolasyonu yaparak uygun ortamda NETosis olugsumu
saglanmistir. Sonrasinda NETosis belirteclerinden noétrofil elastaz enzim  dlzeyi
belirlenerek hasta ve kontrol gruplarinda klinik ve demografik kriterlere gore istatistiksel

olarak anlaml fark olup olmadigi arastiniimigtir.

Barbu ve arkadaslari 2018 yilinda 16orak hucreli anemili ile saglkli gdnuller
karsilastiriimistir. Hasta grubundan agril kriz esnasinda alinan kan &érnekleri kontrol
grubu ile kargilastirildiginda NETosis flowsitometrik ve immunfloresan ydntem ile
saptanmis, hasta grubunun tamaminda nétrofii membranlarinda hasar goérulmustdr,
NETosis olusumunun ise heterojen oldugu gdsterilmis ve bu alanmda daha fazla

arastirma gerektigi belirtilmigtir .5

Calismaya 25 hasta (17 HbS beta (+) talasemi ve 8 HbSS hastasi) ve 25

saglikh géndlliide kontrol grubu olarak dahil edilmistir. iki grup arasinda NETosis
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iliskisine bakildiginda istatistiksel olarak anlamli fark olmamasina ragmen hasta
grubunda NETosis olusumunun daha fazla oldugu saptandi (p= 0,329). inflamasyonun
arttigi orak htcreli anemi hastaliginda NETs olusumunun artmasi, inflamatuar
surecglere ve endotelyal hasara eslik ediyor olabilir. Hasta grubunda NETosis
olusumunun, hemoglobin, nétrofil, CRP, ferritin ve LDH dizeylerinden etkilenmedigi de
bu calismada gosterildi. HbS, HbA2 ve Hb F dizeyleri ile HbF olusumunu arttiran
hidroksitre kullaniminin da NETosis olusumunu etkilemedigi gosterildi. Bununla
beraber sik agrili kriz geciren vakalarda, istatistiksel farkliik olmasa da NETs

olusumunun daha fazla oldugu bulundu.

Calismanin en 6nemli eksik kismi, hem hasta, hem kontrol grubundaki vaka
sayllarinin az olmasidir. Daha fazla sayida vaka dahil edilmis olsaydi, her 2 grup

arasinda istatistiksel bir fark saptanma olasiligi ylksekti.
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8. SONUG VE ONERILER

Calismaya 01.01.2018-01.07.2018 tarihleri arasinda Mersin Universitesi Tip

Fakiltesi Hastanesi Hematoloji Poliklinigi'ne basvuran, yaslar 18-50 arasinda 25

hasta, 25 saglikli gonulli dahil edildi. Hasta ve kontrol gruplarinin demografik

Ozellikleri, klinik bulgulari, laboratuvar verileri karsilastirmali olarak degerlendirildi

ve su sonuclar elde edildi.

1.

10.

Calismaya benzer yas gruplarinda ve benzer cinsiyetlerde 25’er orak hucreli
anemi vakasi ile 25 saglikli birey dahil edildi.

Hasta grubunda Hb SS tipte 5 erkek, 3 kadin hasta, HbS beta (+) tipte 8 erkek,
9 kadin hasta mevcuttu.

Hb SS grupta yas ortalamasi 38,75+14,30, Hb S beta (+) grupta yas ortalamasi
35,06+6,59 idi.

Son bir yil icinde 12 (%48) hasta hi¢ agrili kriz gegirmezken, 1-5 arasi kriz
geciren 13 (%52) hasta idi.

Hasta ve kontrol grubu olarak NETs olusumunun nétrofil elastaz enzim duzeyi
Olcllerek hesaplamasi yapildiginda kontrol grubunda ortalama deger
0,65+0,63, Hb SS grupta 0,901£0,575, Hb S beta grupta ortalama 1,070+1,916
oldugu goéruldu. Gruplar arasinda istatistiksel fark saptanmamakla beraber,
hasta grupta saglikli bireylere gére NETosis'’in arttigi saptandi. (p=0,595)
Hidroksitre kullanimi ile NETs olusumu arasindaki iliskiye bakildiginda ilag
kullanmayan grupta ortalama deger 0,584+0,346, kullanan grupta 1,184+1,858
idi. (p=0,411)

Agril kriz gegirme ile NETs iliskisinde ise son 1 yilda kriz gegirmeyen
hastalarda ortalama 5,955+0,507 (p=0,212), 1-5 arasi kriz gecirenlerde
ortalama 1,405+2,12 (p=2,127) idi.

Agrili kriz sayisi arttikca NETS degerinin arttidi, son 1 yil icindeki agrili kriz
sayisi ile NETS dederi arasinda pozitif yonli zayif dizeyde korelasyon oldugu
goruldu.

immunfloresan gérintilerde hasta ve kontrol grubundan érnekler gosterildi.
Hasta kanindan caligilan goruntide NETs olugumuna gorsel olarak daha yogun
rastlandi

Taramali elektron mikroskobik goruntulerde hasta ve kontrol grubundan
ornekler gosterildi. Hasta kanindan calisilan goruntide NETs olusumuna gorsel

olarak daha yogun rastlandi
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Bu calismada, her ne kadar istatistiki fark saptanmamis olsa da inflamasyonun
arttig1 orak hucreli anemili hastalarda saglikla bireylere kiyasla NETosis olusumunun
arttigi  gosterilmistir.  NETosis olusumun orak hicreli anemi hastaliginin
etiyopatogenezine katkisina dair daha fazla sayida vaka ile yapilmis daha fazla sayida
calismaya ihtiya¢c vardir. Ayni zamanda, NETosis saptama yodntemleri standardize
edilmelidir.
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10. SIMGELER ve KISALTMALAR
ANCA: ANTI NOTROFILIK SITOPLAZMIK ANTIKOR
ATP: ADENOZIN TRIFOSFAT
CRP: C- REAKTIF PROTEIN
DNA: DEOKSIRIBONUKLEIK ASIT
ELISA: ENZYM-LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY
GAG: GUANIN- ADENIN- GUANIN
GLU: GLUTAMIK ASIT
HB: HEMOGLOBIN
HSP: ISI SOK PROTEINI
IL: INTERLOKIN
NADPH: NIKOTINAMID ADENIN DINUKLEOTIT FOSFAT
NET: NEUTROPHIL EXTRACELULER TRAP
NO: NiTRIK OKSIT
OHA: ORAK HUCRELI ANEMI
PAD4: PEPTIDIL ARGININ DEAMINAZ 4
PMA: PHORBOL MYRICTATE ACETATE
ROS: REAKTIF OKSIJEN RADIKALLERI
SEM: SCREENING ELECTRON MICROSCOPE
TRALI: TRANSFUZYON ILISKILI AKCIGER HASARI

VCAM: VASKULER HUCRE ADEZYON MOLEKULU
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