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OZET

HEREDITER SFEROSITOZ TANISINDA KLASIK VE FLOW SITOMETRIK OZMOTIK FRAJILITE
ILE EOZIN-5-MALEIiMiD BAGLANMA TESTLERININ KARSILASTIRILMASI

Herediter Sferositoz (HS), hemolitik aneminin en sik goriilen tiradir. Eritrosit
membran proteinlerinde meydana gelen kalitsal hasar nedeniyle eritrositler, bikonkav ve
santral soluklugu olan disk sekilli hiicrelerden, santral soluklugu olmayan kiire seklindeki
(sferosit) hiicrelere dontsiirler. Hemolize yatkinligin artmasi, anemi, sarilik ve dalagin
biiylimesiyle seyreden bir hastaliktir. Bati toplumlarindaki prevalansi 1:5000°dir.

Herediter Sferositoz tanisina yonelik bir¢ok test gelistirilmistir. Ozmotik frajilite (OF)
testi, en geleneksel tiiriidiir. Son dénemlerde flow sitometri ile calisilan eozin-5-Maleimid
(EMA) baglanma testi ve flowsitometrik ozmotik frajilite (FC-OF) testi gelistirilmistir.
Arastirmamizda akan hiicre olcer (FACSCalibur, Becton Dickinson, USA) ile g¢alistigimiz bu
testler, geleneksel olarak ¢alisilan, Parpart ve arkadaslarinin 6nerdigi klasik OF testi (K-OF) ile
karsilastirildi. Testlerin hastalig1 ayirt etme giicii ve esik degerleri (cut-off) degerleri belirlendi.

Arastirmamizda klasik OF testine ait spesifite (80) ve sensitivite (96,7) degerleri
literatiire gére biraz daha yiiksek bulundu. inkiibasyonlu OF testine ait bulgular ile taze érnekle
yapilan OF testine ait bulgular istatistiksel olarak farkl degildi. EMA baglanma testinin cut-off,
spesifite ve sensitivite degerleri sirasiyla >222,64 - % 85 - % 90 olarak bulundu. inkiibasyonlu
numune ile yapilan EMA baglanma testi de taze 6rnege gore istatistiksel olarak farkl degildi.
FC-OF testine ait cut-off, spesifite ve sensitivite degerleri sirasiyla >67,29 - % 100 - % 100
olarak bulundu. FC-OF testinin inkiibasyonlu ¢alisilmasi istatistiksel anlamda fark yaratmadi.
Flowsitometrik iki yontemi (EMA / FC-OF) birbirleriyle karsilastirdigimizda FC-OF testinin EMA
baglanma testine gore daha iyi performans gosterdigi ve bulgularin istatistiksel olarak da
anlamli oldugu (p=0,0397) saptand.

Anahtar Kelimeler: Herediter Sferositoz, Flow Sitometrik Ozmotik Frajilite, Eozin-5-Maleimid,
EMA baglanma testi, Ozmotik Frajilite, Flow sitometri

Damisman: Dr. Ogr. Uyesi Pelin EROGLU, Mersin Universitesi, Kimya Anabilim Dali, Mersin.



ABSTRACT

COMPARISON OF CLASSICAL AND FLOW CYTOMETRIC OSMOTIC FRAGILITY AND EOSIN-5-
MALEIMIDE BINDING TEST IN THE DIAGNOSIS OF HEREDITARY SPHEROCYTOSIS

Hereditary spherocytosis (HS) is the most common type of hemolytic anemia. Because of
inherited damage in erythrocyte membranous proteins, erythrocytes are transformed into
spherical (spherocyte) cells without central pallor from disc shaped cells with biconvirus and
central pallor. Increased susceptibility to hemolysis is a disease characterized by anemia,
jaundice and spleen growth. The prevalence in Western societies is 1: 5000.

Many tests have been developed for the diagnosis of hereditary spherocytosis. Osmotic
fragility (OF) test is the most traditional type. Eozin-5-maleimide (EMA) binding test and flow-
flow osmotic fragility (FC-OF) test have been developed in recent years with flow cytometry. In
our study, these tests, which we studied with the flowing cell meter (FACSCalibur, Becton
Dickinson, USA), were compared with the traditional OF test (K-OF) proposed by Parpart et al.
Discrimination power of these tests and cut-off values were determined.

In our study, the specificity (80) and sensitivity (96,7) values of the classical OF test
were found to be slightly higher than the literature. Results of the OF test with incubated sample
and the results of the OF test with fresh sample were not statistically different. Cut-off,
specificity and sensitivity values of EMA binding test were found as >222,64 - 85 % - 90 %,
respectively. The EMA binding test with the incubated sample was not statistically different
compared to the fresh sample. Cut-off, specificity and sensitivity values of FC-OF test were found
as >67,29 - 100 % - 100 %, respectively. The incubation of the FC-OF test did not make any
statistical difference. When the flowsitometric two methods (EMA / FC-OF) were compared
with each other, the FC-OF test performed better than the EMA and the findings were
statistically significant (p=0,0397).

Keywords: Hereditary spherocytosis, Flow cytometric osmotic fragility test, Eozin-5-Maleimid,
EMA binding test, Osmotic fragility, Flow cytometry
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Cemil Giiliim, Yiiksek Lisans Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisti, Mersin Universitesi, 2019

1. GIRIS

Herediter Sferositoz (HS), eritrosit membran proteinlerinin kalitsal hasar1 nedeniyle,
eritrositlerin, morfolojik olarak, bikonkav ve santral soluklugu olan disk sekilli hiicrelerden,
santral soluklugu olmayan kiire seklindeki (sferosit) hiicrelere déniismeleri sonucu, hemolize
yatkinligin artmasi, anemi, sarilik ve dalak biiytikligii gelismesiyle seyreden bir hastaliktir.
Periferik kanda goriilen sferositler, eritrosit membranindaki spektrin, ankrin, band 3 veya
protein 4.2 gibi zar proteinlerinden birinin eksikligi veya islev bozuklugundan kaynaklanir. Bati
toplumlarinda kronik hemolizin en sik goriilen nedenidir ve prevalansi 1:5000’dir. Tiirkiye’'de
de sik goriilmekle birlikte kesin siklig1 ve protein bozukluk tipleri hakkinda veriler heniiz yeterli
degildir [1-7].

Herediter Sferositoz tanisina yonelik bircok test gelistirilmistir. Bu testler iki kategoriye
ayrilir. Birincisinde; kirmizi kan hiicrelerinin degisik ortamlardaki dayaniklilig1 él¢iiliir. Ozmotik
frajilite (OF) testi, en geleneksel tiirtidiir. Digerinde ise, eritrosit membran proteinlerinin
sodyum dodesil siilfat-poliakrilamit jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile tespiti veya band 3 veya Rh
ile ilgili proteinlere baglanan eozin-5-maleimid’in (EMA) flow sitometri ile 6l¢iilmesinde oldugu
gibi membran proteinlerinin dogrudan tespit edilmesi seklindedir [8].

Bununla birlikte son zamanlarda geleneksel OF testinin yerine gecmek iizere flow
sitometrik ozmotik frajilite (FC-OF) testi gelistirilmistir. Hipotonik solisyonlara maruz birakilan
eritrositlerden kalan artik eritrosit sayisinin flow sitometri ile dl¢iilmesine dayali bu yontemin
HS taramasinda kullanilip kullanilmayacagina dair ¢alismalar yapilmaktadir [8].

Klasik OF (K-OF) testi atipik veya hafif HS olgularini tespit etmedeki basarisizligina bagh
olarak zayif 6zgiilliik ve hassasiyete sahiptir. Bununla birlikte 37 °C’de inkiibe edilen 6rnekler
ile yapilan OF testinin daha iyi sonug¢ verdigi rapor edilmistir. SDS-PAGE yo6nteminin pahali
ekipman, hatali proteinin niteligine baglh degisken tespit hassasiyeti ve etnik varyasyon gibi bazi
dezavantajlar1 vardir. FC-OF ve EMA baglanma testinin HS'un tanisi icin diger testlere kiyasla
oldukga duyarh ve spesifik oldugu bildirilmistir [8].

Bu calismada, geleneksel olarak kullanilan K-OF, FC-OF ve EMA baglanma testlerinin
HS’yi tespit etme giiclinii, optimum kesme degerlerini, hassasiyet ve duyarliklarini hesaplama,
karsilastirma ve ayrica inkiibasyonun testlerin performansini ne yoénde etkiledigini

belirleyebilmeyi amagladik.
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2. KAYNAK ARASTIRMALARI
2.1. Herediter Sferositoz

Herediter Sferositoz, eritrosit membranini olusturan proteinlerin bir ya da birkaginin
kalitsal hasar1 veya eksikligi nedeniyle, eritrositlerin bikonkav disk seklindeki morfolojik
yapilarini kaybederek kiire seklini (sferosit) (Sekil 2.1.) almalari sonucu meydana gelen kalitsal
bir hastaliktir [1-7].

Herediter Sferositoz, ilk olarak 1871 yilinda Belcikali bilim insanlar1 Vanlair ve Masius
tarafindan tanimlanmistir. Siyah irkta daha az olmakla beraber biitiin irklarda ve etnik
gruplarda goriilmektedir. Kuzey Avrupa’da ve Kuzey Amerika’da en sik goriilen kronik
hemolitik anemi tipidir ve siklig1 yaklasik olarak 1/5.000 olarak bildirilmistir. Ancak kan
vericilerinin incelenmesi sonucunda sessiz olgular da tani almis ve siklik 1/2000’e yiikselmistir.

Hastalarin yaklasik % 75’inde otozomal baskin gecis, yaklasik % 25’inde otozomal resesif gecis

oO

ya da denovo mutasyonlar s6z konusudur [1-7].

Y~ ¥
/Q

0

Sekil 2.1. Kiire Seklini Almis Eritrositler (Sferositler) [1,4].

Normal
Eritrositler

0

Hastalik, hemolize yatkinligin artmasina bagh anemi, sarilik, hasarli eritrositlerin
dalakta birikmesi ve dalak biiylimesi (splenomegali) ile karakterizedir. Klinik siddet
degiskendir. Aseptomatik formdan hayati tehdit eden anemiye kadar degiskenlik goriilebilir.
Hatta nadir olarak hidrops fetalis ve fetal 6liimlere neden oldugu rapor edilmistir. Hastaligin

siddeti hafif, orta ve agir olarak siniflandirilmaktadir [1-7,9].
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Hafif HS, olgularin % 20-30'unda goriiliir. Kemik iligi tarafindan siirekli yikima ugrayan
eritrositler telafi edilebildiginden anemi goériilmez ancak orta dereceli bir dalak biiyiikligi ile
sarilik dikkati ceker. Bu gruptaki hastalar genellikle asemptomatik oldugundan, adolesan ve
eriskin yaslarda tani1 konur. Orta HS, olgularin % 60-75'inde goriliir. Hafif ve orta siddette
anemi ve sarilik 6n plandadir. Hastalar kriz donemlerinde kan tranfiizyonuna ihtiya¢ duyabilir.
Genellikle cocukluk caginda tami konur. Hafif ve orta HS hastalarinin yashliklarinda agir
anemiye sahip olduklari bildirilmistir. Agir HS ise, olgularin % 5’inde goriiliir. Siddetli hemoliz,
anemi, sarilik, dalak biiytikliigii vardir. Dizenli kan transfiizyonuna ihtiya¢ duyulmaktadir

[3,10,11].

2.1.1. Eritrositler ve Eritrositlerin Yapisal Ozellikleri

Herediter Sferositoz mekanizmasinin anlasilabilmesi i¢in eritrositin membran yapisinin
iyi bilinmesi gerekir. insanlarda ve diger canlilarda yasamsal fonksiyonlarin devamlilig1 icin en
o6nemli ihtiyaclardan biri de oksijendir. Eritrositler oksijen tasimak i¢in 6zellesmis hiicrelerdir
ve ilk kez mikroskobun da mucidi olan Hollandali Leeuwenhoek tarafindan tanimlanmistir.
Oksijen solunum havasi ile alinarak kapillerler yolu ile kana gecer ve hemoglobine baglanarak
eritrositler tarafindan dokulara ulastirilir. Metabolizma sonucu dokuda olusan karbondioksit ve
proton ise viicuttan atilir. [1,10,12,13].

Eriskin kanindaki ortalama eritrosit sayisi erkeklerde 4,6-6,2x10¢/mm3 (kan hacminin
yaklasik % 48’1); kadinlarda 4,2-5,4x10¢/mm3 (kan hacminin yaklasik % 42’i) civarindadir.
Cekirdek, mitokondri, ribozomlar gibi sitoplazmik organellere sahip olmayan eritrositler
protein sentezi yapamaz, mitokondri ile iliskili oksidatif reaksiyonlari gerceklestiremez ve
mitoza ugrayamazlar. Mitoz bolinme gerceklestiremediklerinden eritrositlerin dolasimda 100
ila 120 gilinliik bir 6mrii vardir, bu sirada kardiyovaskiiler sistem boyunca 250 km yol alirlar

[12-14].

2.1.1.1. Eritrositlerin Sekli

Eritrositler yaklasik 6-9 pum capinda, kalinligi merkezde 1 pm, kenarlarda 2-2,5 um
kalinliginda, bikonkav disk seklindedir (Sekil 2.2.) [15].
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Sekil 2.2. izotonik Ortamdaki Bir Eritrositin Sematik Kesiti [13].

Eritrositlerin sahip olduklar1 bikonkav disk sekli, fonksiyonlarini siirdiirebilmelerini
saglar. Bu 6zel sekil sayesinde, hiicre yiizey alaninin hacmine orani miimkiin olan en yiksek
degere ulasmakta ve boylece gaz transferi kolaylasmaktadir. Ayrica bikonkav disk yapisinin,
kiireye gore sekil degistirme yeteneginin (deformabilitesinin) daha fazla olusu eritrositlerin
mikrodolasimda daha kolay hareket edebilmelerini saglar. Eritrositler bikonkav disk seklinde

degil de kiiresel yani sferoidal bir yapida olsaydi, kapillerden gecerken ¢ok daha kolay

pargalanirlardi [1,10,16].

Sekil 2.3.'te goruldiigl iizere, mikroskop altinda incelenen eritrositlerin daire seklinde

olduklari; merkezlerinde ise hiicre ¢apinin yaklasik 1/3’l genisliginde soluk bir alan (merkezi

solukluk) oldugu gortlur [13].

Sekil 2.3. Eritrositlerin Periferik Kanda Mikroskopik Goriintiisii [13].
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2.1.1.2. Eritrositlerin Membran Yapisi

8 um capindaki bir eritrosit dar dalak sinuzoidlerinden ve 2 pm ¢apindaki kapillerlerden
gecebilecek esneklikte ve yiiksek kan basinglarinda kan akiminin yol acacag yiiksek akim
streslerine (shear stres) karsi dayanabilecek glicte olmalidir. Gergcekten de eritrositler yapisal
diren¢ anlaminda gelikten daha giiclii ve oldukea elastiktir (karsilastirilabilir kalinliktaki kaucuk
ylizeyden 100 kat daha yumusak). Uygulanan baskilara hizli tepki verir (100 milisaniye
icerisinde). Dar alanlardan gecerken incelerek bir torpil bicimini alir ve daha sonra eski sekline

doner (Sekil 2.4.) [2-12,13].

A B C

Sekil 2.4. Farklh Durumlardaki Eritrositlerin Elektron Mikroskobu Altindaki Goriintiisii (A)
Normal Bir Eritrosit, (B) Kapillerden Gecerken Sekil Degistirmis Bir Eritrosit, (C) Eritrositin Dar
Endotelyal Yariktan Gegerken Maruz Kaldig1 Deformasyon [1].

Eritrositin i¢cinde bulundugu kosullara gore seklini degistirebilme (deformabilite)
ozelligi, eritrositin yasam siiresini belirleyen en énemli etmenlerin basinda gelir. Eritrositin bu
sekilsel esnekligi gosterebilmesi, membran ve 6zellikle iskeletinin yapisina baghdir [4-5].

Eritrosit membrani diger hiicre membranlarinda oldugu gibi, iki kath lipid tabakadan
(lipid bilayer) ve onun hemen altinda yer alan ve lipid tabakaya bagh proteinlerin olusturdugu
membran iskeletinden meydana gelir. Membranin % 40’1 lipidler, % 52’sini proteinler ve %

8’ini ise karbohidratlar olusturmaktadir [3,10,12,15,17].
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2.1.1.2.1. Eritrositlerin Membran Lipidleri

iki katmanli lipid tabaka, esterlesmemis kolesterol (% 47,5), fosfolipid (% 49,5) ve glikolipidden
(% 3,4) olusur (Tablo 2.1.). Dort farkli major fosfolipid vardir. Membran fosfolipid igeriginin
biiyiik kismini fosfatidilkolin (lesitin) (% 30), fosfatidiletanolamin (% 28), sfingomyelin (% 25)
ve fosfatidilserin (PS) (% 14) olusturur [10,13].

Tablo 2.1. Normal insan Eritrositindeki Lipid Icerigi [10].

Fosfolipidler 4,20 49,5
Fosfatidilkolin (Lesitin) 1,30
Fosfatidiletanolamin 1,20
Sfingomyelin 1,00
Fosfatidilserin (PS) 0,60
Diger 0,11
Kolestrol 4,00 47,1
Glikolipid 0,21 3,4
Total Lipid 8,41 100

Sekil 2.5.’de gorildigi tizere, fosfolipidler membranin iki tabakasinda asimetrik olarak
dizilirler. Fosfatidilkolin ve sfingomyelin membranin dis yilizeyinde, fosfatidiletanolamin ve
fosfatidilserin ise i¢ kisimda yer alir [12,13,15,18].

Esterlesmemis kolestroller membran lipidlerinin diger 6nemli kismini olusturur. Lipid
tabakada fosfolipidler arasina dagilmislardir. Kolesterolun membran akiskanligi tizerinde
belirgin bir etkisi vardir ki dis katmanda i¢ katmana gore daha fazla kolesterol yer aldigindan
eritrosit dis ylizeyi i¢ yiizeye gore daha kat1 ve daha viskozdur [10,13,15,19].

Eritrosit membran lipidlerinin kug¢iik bir kismini da glikolipidler olusturur ve
membranin dis yiizeyinde yer alirlar. En sik rastlanan eritrosit membran glikolipidi de
globoziddir. Eritrosit membraninda yer alan glikolipidler antijenik aktivite gosterirler ve Lewis

kan gruplari ile iliskilidirler [10,13,16].
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Sekil 2.5. Hiicre Membraninda Lipidlerin Yerlesimi [19].

2.1.1.2.2. Eritrositlerin Membran Proteinleri

Eritrosit membraninin esnekligini ve saglamligini saglayan diger bir unsurda membran
yapisinda yer alan proteinlerdir. Membran proteinlerinin ayrica transport, haberlesme ve enerji
dontisiimii gibi dinamik fonksiyonlari da vardir [13,18,19].

Eritrosit membran proteinleri genellikle SDS-PAGE yo6ntemiyle yapilan c¢alismalarla
tanimlanmaya c¢alisilmistir. Membran proteinlerinin jel iizerinde molekiil agirliklarina gore
siralanmasina dayali bir tanimlama yapilmistir (Sekil 2.6).

Eritrosit membran proteinleri transmembran (integral) proteinler, iskelet proteinleri ve

baglayici (linking) proteinler olmak iizere 3 grupta incelenmektedir [13,20,21].

" —o-Spectrin
o' 1 —_ —f-Spectrin
22— s Ankyrin
23—

——Adducin
3 _‘: ' ]—-Anion Exchanger

— Protein 4.1

d Fi=— — Protein 4.2
4,9 — 3 a — Dematln p55
5 — === == — Actin
6 — == == — G3PD
7 — == == — Stomatin, Tropomyosin
— Globin

Sekil 2.6. SDS-PAGE ile Saptanan insan Eritrosit Membran Proteinleri [11].
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2.1.1.2.2.1. Transmembran Proteinleri

Her bir kirmizi hiicrede yaklasik yiiz ile bir milyon arasinda degisen sayida, elli farkl
transmembran proteini tanimlanmistir. Transmembran proteinleri (integral proteinler) lipid
cift tabakay1 dik bir sekilde delip gecerler. Membran lipidleri ile yaptiklar1 giiclii baglar
araciligiyla da membrana sikica baglanirlar. Lipid tabakaya gémiilii haldedirler [1,2,13].

Membranin her iki tarafinda, birbirinden farkli, yapisal ve fonksiyonel kisimlara
sahiptirler. Bu sayede bazi fonksiyonel islemlerde 6rnegin katyon, su ve iire tasiyicisi olarak,
hiicre sinyal olaylarinda, endotel hiicreler ve diger kan hiicreleri ile kirmizi hiicre
etkilesimlerinde baglayici protein olarak rol alirlar [2,3,13,20,21].

Eritrosit membraninda yer alan transmembran proteinlerinin en énemlileri band 3 ve
glikoforinlerdir [1,10,12,13,20].

Band 3; 100 kD molekiil agirliginda, glikoprotein yapili bir proteindir. Anyon kanali ya
da anyon degis tokus proteini olarak da bilinir. Transmembran proteinlerinin % 25’ini
olusturan ve membrani 12 kez gecen band 3 proteini iskelet proteinleri ile etkilesime gecen ana
transmembran proteinidir. Dimer ya da tetramer formunda olan band 3 proteininin C terminal
ucu membranin dis yiizeyinde kalir ve kloriir (Cl-) ile bikarbonat (HCO3-) anyonlarinin karsilikl
olarak yer degistirmesine izin veren bir kanal gérevi goriir. i¢c kisimda yer alan N terminal ucu
ankirin, protein 4.1 ve protein 4.2 ile iskelet proteinlerine baglanarak membranin butiinligiiniin
korunmasinda gérev alir. Iskelet proteinlerinin lipid tabakaya baglanmasinda band 3’iin zorunlu
olmadig1 ancak membran biitiinliigiinlin saglanmasi agisindan zorunlu oldugu gésterilmistir [3-
5,10,12,13,18,20,21].

Membran biitiinliigliniin korunmasina yardimci olan diger transmembran proteinleri de
glikoforinlerdir. Sialoglikoprotein yapisindaki glikoforinler hiicre disi, membran i¢i ve hiicre igi
olmak tlizere 3 bolgeden olusur. Hiicre disinda kalan boélge reseptor gorevi goriirken hiicre
icinde kalan kismi ise protein 4.1 aracilifiyla iskelet proteinlerine baglanir. Membran iginde
kalan kisim ise fosfolipidlere baglanir. Ayrica yapilarindaki siyalik asit nedeniyle eritrositin
ylzeyine negatif yiik kazandirir. Bu da eritrositin, diger eritrositler, damar endoteli ve diger
hiicrelerle olan etkilesimleri icin 6nemlidir [13,20,22].

Yapilan periyodik asit-Schiff (PAS) boyamalariyla glikoforin A, B, C, D olmak iizere
glikoforinin doért farkh izoformu tespit edilmistir. Blyiik bir kismini da glikoforin A (% 85)
olusturur [13,20,22].
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2.1.1.2.2.2. iskelet Proteinleri

Eritrosit membrani hiicre iskeleti olarak adlandirilan ve membranin i¢ yiizeyine paralel
uzanan bir protein agi ile giiclendirilmistir. Eritrosit hiicre iskeleti, yogun fibriler bir iskeletten
olusur. iskelet proteinleri olarak adlandirilan proteinlerden olusan bu ag yap: bircok noktada
baglayic1 proteinler vasitasiyla transmembran proteinlerine baglanir. Boylece eritrosit
membranina saglamlik ve esneklik kazandirilir. Membran iskelet aginda yer alan iskelet
proteinlerinin baslicalar1 spektrin, aktin, miyozin, tropomiyozin ve tropomodulin'dir
[2,4,13,20].

Spektrin eritrosit membraninin temel proteinidir. a ve B-spektirin olarak adlandirilan
iki polipeptid zinciri vardir. Bu zincirler 106 aminoasitin olusturdugu tglii helikal yapinin a-
spektrinde 20, B-spektirinde ise 16 tekrar yapmasiyla olusur. Bu iki alt {inite de bir heterodimer
olusturmak tlizere beraberce donme hareketi yaparak birbirlerine antiparalel olarak uzanir. a-
spektrinin C-terminal ucu ile B-spektrinin N-terminal ucu arasindaki gii¢lii etkilesimler iki
zinciri bir arada tutar. Ayrica B-spektrinin N-terminal ucu aktin ile zayif bir etkilesim igindedir
ki bu etkilesim protein 4.1 ile énemli dlciide kuvvetlendirilir. Boylece spektrin molekiilleri
birbirlerine baglanirlar. Spektrin dimer-dimer etkilesmesi ve spektrin-aktin-protein 4.1R'nin
ticlii kompleksi, membranin mekanik biitiinliiglinde kritik bir rol oynar. Sekil 2.7’de verilen zun
filamentdz yapidaki spektrinin bu essiz yapisal ozelligi ilk defa eritrositlerde fark edilmistir
[2,10,12,13,20,23].

Bu yapt membran sertliginin azaltilmasi ve normal eritrositlere olaganiistii
elastikiyetinin saglanmasi1 acisindan Onemlidir. Dolasim sirasinda eritrosit dar dalak
sinuzoidlerinden ve kapillerlerden gecerken spektrinin molekiil kivrimlar agilir, diger protein
ve baglantilar ise sikilasarak katlanir. Sekilsel bir degisim meydana gelirken eritrositin yiizey

alani degismez [2,13].

Y e et helcroldimcr
.::_:&p&ﬂr:._'_l S ) — — 1
B-spectrin e ~ —-125 nm

tletramer
¥ e

Sekil 2.7. Spektrin Molekiiliiniin Yapisi [23].
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Band 5 olarak da tanimlanan diger bir iskelet proteini de aktindir. Yap1 ve fonksiyon
bakimindan diger hiicrelerdekine ¢cok benzemesine ragmen, farkl olarak eritrosit membraninda
10-12 aktin monomeri bir araya gelerek cift sarmalli aktin flamentlerini olustururlar. Aktin
flamentleri spektrin tetramerleri ile diger bir iskelet proteini olan protein 4.1’le birleserek
altigen kafesli bir ag olusturur (Sekil 2.8.) [10,13,15,24,25].

Eritrosit miyozin, molekiil agirligi 200 kDa olan agir bir zincir ile molekiil agirliklar: 26
ile 19,5 kDa olan iki hafif zincirden olusan bipolar bir molekiildiir. Eritrosit membraninda yer
alan miyozin diger kaynaklarda bulunan miyozinlerle sekilsel olarak benzerlik gosterir. 150 nm
uzunlugundaki agir zincir ve bu zincirin ucunda yer alan globiiler baslik seklindedir. Bu bas
kisim miyozinin aktin ile baglanma bdélgesidir. Miyozin hiicre basina yaklasik 6000 kopya ile
oldukga nadir bir proteindir. Eritrositin sekil degistirmesi sirasinda aktin ile miyozin arasindaki
kasilma hareketinin diizenlenmesinde gorev alir [13,26,27].

Tropomiyozin molekiil agirhigit 27 ve 29 kDa olan iki alt birimden olusan bir
hetorodimerdir. Bu iki alt birim, uzunlugu 33-34 nm olan aktin filamana sarmal yaparak
baglanir. Tropomyozin aktin filamentlerini mekanik olarak stabilize etmek ve spektrinle aktin
arasindaki iliskiyi diizenlemekle gorevlidir. Tropomodulin yaklasik 40 kDa'lik bir molekiiler
kiitleye sahip bir proteindir. ilk olarak tropomiyozine baglanma proteini oldugu diigiiniilmiis
ancak daha sonra, tropomodulinin aktin filamanin sivri ucuna spesifik olarak baglandigi, aktin
monomerlerin polimerizasyonunu ve depolimerizasyonunu inhibe ettigi anlasilmistir

[13,20,27,28].

2.1.1.2.2.3. Baglayici Proteinler

Eritrosit membranina saglamlik ve esneklik kazandiran diger membran protein
grubudur. Membranin i¢ yiizeyine paralel uzanan iskelet proteinleri ile membrana dik sekilde
yerlesmis, transmembran proteinlerini birbirine baglayarak ii¢ boyutlu protein aginin
olusmasinda 6nemli rol oynarlar. Ankirin (band 2.1), protein 4.1 ve protein 4.2 membran
yapisinda yer alan baglayici proteinlerdir [13,20].

Molekiil agirligr yaklasik 210 kDa olan ve her bir eritrosit hiicresinde yaklasik 100.000
kopyasi1 bulunan ankirin iskelet proteini olan (-spektrin ile transmembran proteini olan band 3
arasindaki baglantiy1 saglayarak membran iskeletinin lipid cift tabakaya tutunmasinda ve
membranin stabilize edilmesinde hayati bir rol oynar. Protein 4.2, band 3 ve ankirine
baglanarak bu bagi giiclendirir. Ankirinin yoklugunda spektrin heterodimerleri membran
lizerindeki band 3 proteinine tutturulamaz ve bozulur. Bu nedenle, ankirindeki primer bir

defekt, hem ankirin hem de spektrinin kombine eksikligine yol acar [4,10,11,13,18,20,29].

10
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Monomer halinde yaklasik 72 kDa molekill agirliginda olan protein 4.2, membran
proteinlerinin yaklasik % 5’ini olusturur ve band 3’iin stoplazmik pargasi ile etkileserek ankirin-
band 3 baglantisin1 kuvvetlendirmek suretiyle membran yapisinda 6énemli rol oynar. Bu
nedenle protein 4.2 eksikligi siklikla ankirin veya band 3 eksikligi ile birlikte bulunabilir.
Bununla birlikte, bazi HS hastalarinda, izole protein 4.2 eksikligi goriilebilir [4,5,10,13,25,29].

Protein 4.1; 622 aminoasitten olusan dairesel yapida globiiler bir proteindir. Her bir
hiicrede yaklasik olarak 200.000 kopyasi vardir. Protein 4.1’in en dnemli gorevi spektrin ve
aktin arasindaki zayif baglantiy1 kuvvetlendirmek ve stabilize etmektir. Olusturulan bu icli
kompleks membranin mekanik butiinliigiinde kritik rol alir ki bu yap1 eritrositin deformasyon
sonrasinda tekrar eski halini almasini saglar. Protein 4.1 spektrin ve aktin disinda membran
lipidlerine ve diger transmembran proteinlerinin bir veya birkacina da baglanabilir. Bu anlamda

spektrin ile birlikte membran iskeletini ayakta tutar denilebilir [2,10,13,24,25].

Altigen kafes
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’ b &
Spectne gmae
S%xdinm

Sekil 2.8. Spektrin-aktin-protein 4.1 Kompleksinin Olusturdugu Altigen Kafes Yapisi [30].

2.1.2. Eritrosit Membran Bozukluklar1 ve Herediter Sferositoz iliskisi

Eritrositin bircok fizyolojik fonksiyonundan, bikonkav disk seklinden, esnekliginden ve
saglamligindan sorumlu olan eritrosit membrani ¢ok bilesenli bir yapidir. Kavramsal olarak, bu
bilesenler arasinda iki temel etkilesim vardir: membran iskeleti ve lipid iki tabaka arasindaki
dikey etkilesimler ve membran iskelet agini olusturan bilesenler arasindaki yatay etkilesimler

[2,5,11]. Eritrositin membran yapisi (Sekil 2.9.)’da verilmistir.

11



Cemil Giiliim, Yiiksek Lisans Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisti, Mersin Universitesi, 2019

Dikey Etkllegimler

Yatay Etkilegimler

Sekil 2.9. Eritrosit Membran Yapisi [4].

Dikey etkilesimler membran iskeleti ve lipit tabaka arasindaki yapisikligin
korunmasinda, yatay etkilesimler ise membranin mekanik stabilitesinde kilit rol oynar. Dikey
etkilesimde band 3, ankirin, spektrin ve protein 4.2, yatay etkilesimde ise a-spektrin ile (-
spektrin, -spektrin ile protein 4.1 ve protein 4.1 ile aktin proteinleri arasindaki baglantilar s6z
konusudur. Bu bilesenlerin herhangi birindeki kusurlar, eritrositleri iceren klinik bozukluklar
olarak ortaya ¢ikabilir [2,5,11].

Biyokimyasal tekniklerin ilerlemesi ve molekiiler biyolojideki gelismeler eritrosit
membran hasarlarini ve iligkili hastaliklarin ortaya konmasinda 6énemli mesafeler kaydetmistir
ki Tablo 2.2.de eritrosit membraninda yer alan proteinlerdeki kusurlarin hangi hastaliklarla

iligkili oldugu verilmistir.
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Tablo 2.2. Eritrosit Membran Proteinleri ile iliskili Hastaliklar [11].

Herediter Eliptositoz (HE)

1 a-Spectrin Herediter Piropoikilositoz (HPP)
HS

Herediter Eliptositoz (HE)

2 B-Spectrin Herediter Piropoikilositoz (HPP)
HS
2.1a Ankirin-1 HS
HS
Herediter Akantositoz (Hac)
3 Band 3 . :
Herediter Ovalositoz (SAO)
Herediter Stomatositoz (HSt)
4.1b Protein 4.1R Herediter Eliptositoz (HE)
4.2 Protein 4.2 HS
7 Stomatin Herediter Stomatositoz (HSt)
PAS-2c Glycophorin C Herediter Eliptositoz (HE)
PAS-3c Glycophorin D Herediter Eliptositoz (HE)

Tablo 2.2.'de goriildiigii gibi HS, eritrosit membraninda yer alan a-spektrin, 3-spektrin,
ankirin, protein 4.2 ve band 3 proteinlerinden bir veya daha fazlasinin hasarli ya da eksik

olmasindan kaynaklanir. Bu proteinlerin membran yerlesimi Sekil 2.10.’da verilmistir.
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%

Sekil 2.10. Herediter Sferositozda Etkili Olan Proteinlerin Membran Yerlesimi [2].

Sekil 2.11.’de gorildiigii gibi, spektrin, ankrin ve protein 4.2'deki defektler, membran

iskeletinin yogunlugunu azaltir, Gstteki lipid tabakanin dengesini bozar ve band 3 igeren mikro

tanecikleri serbest birakir. Band 3'iin kusurlari, lipid tabakanin stabilize edilmesini engeller ve

lipid tabakadan band 3 icermeyen mikro taneciklerin serbest kalmasina neden olur. Her iki yol

da, membran yiizey alaninin azalmasi, ylizey hacim oraninin diismesi ve dalakta tutulan ve

hasar goren deforme olabilirligi azalmis sferositlerin olusumu ile sonuclanir [3,11,29,31].

Mikro taneciklerin
aynlmasi

Spektirin/Ankirin
Eksikligi

»é
©o0q

Band 3/Protein 4.2
Eksikligi

Sferositler

g6%

Mikro taneciklerin
aynlmasi

Eritrositlerin
Dralakta
Tutulmasi

N

pH azalir

Makrofajlarla

Temas artar

Dalak
Sureci

‘_.."_ oy
1
]
b .
e

L Hemaoliz

Mebran Kaybinda
Artig

Mikrosferositler

Sekil 2.11. Herediter Sferositoz Patofizyolojisi [31].
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SDS-PAGE yontemi kullanilarak yapilan ¢alismalarda HS hastalarinin % 30-45’inde
ankrin ve spektrinin birlikte eksikligi, % 30'unda izole spektrin eksikligi, % 20’sinde band 3
eksikligi, % 5 (Amerikali ve Avrupali hastalarda) civarinda da protein 4.2. eksikligi gorulmiistr.
Japon hastalarda protein 4.2 eksikligine bagli HS gorilme sikliginin daha fazla oldugu
bildirilmistir. Tablo 2.3."de HS’ye neden olan protein kusurlarinin goriilme sikligi verilmistir

[3,4,10,22,32].

Tablo 2.3. Herediter Sferositoza Neden Olan Protein Kusurlarinin Goriilme Siklig1 [4,22,32].

Spektrin-Ankrin 35-45
izole spektrin 30
Band 3 20
Protein 4.2 5

2.1.3. Herediter Sferositozun Tanisi

Herediter Sferositoz tanisi; aile oykiisii, klinik bulgular, periferik yaymada sferosit
varligi ve laboratuvar verilerine dayanilarak konulur [6,7,33].

Herediter Sferositoz hastalarinin ¢ogunda otozomal dominant gecis oldugundan aile
oykiistine bakilmalidir. Ailede % 75 oraninda benzer yakinmalar vardir. Bu nedenle ailede
anemi, sarilik, safra kesesinde tas, dalak biiytikliigi, aile tiyelerinden birinin HS olup olmadig,
aile tyelerinin splenektomi ya da kolesistektomi operasyonu gecirip gecirmedigi mutlaka
sorgulanmalidir [3,7,10].

Herediter Sferositozlu hastalarin klinik bulgular1 olduk¢a degiskendir ve dogumdan ileri
yaslara kadar herhangi bir donemde hatta siddetli HS vakalarinda hamilelikte dahi ortaya
¢ikabilir. Anemi, sarilik ve dalak biiyiikliigii en sik goriilen bulgulardir.

Periferik yaymada, kiire seklini (sferosit) alan eritrositlerin tespiti hastalig1 diisiindiiriir
(Sekil 2.1). Fakat hafif HS vakalarinda periferik yaymada sferositlerin tespit edilmesi giictiir
hatta hastalarin % 20-25’inde yayma normal de olabilmektedir. Ayrica immiin hemolitik anemi
vakalarinda da sferositler goriiliir. Bu nedenle ayirici tanida ekstra testlere gereksinim duyulur

[3,7,10].
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Tiirk hematoloji derneginin HS tanisinda bakilmasini 6nerdigi laboratuvar testleri tam
kan sayimi, periferik yayma, retikiilosit, direkt antiglobulin testi, biyokimyasal testler ve OF
testidir. Bu testler Tablo 2.4.’te verilmistir.

Yapilan tam kan sayiminda ortalama eritrosit hacmi (MCV) ve hemoglobin (Hb) normal
ya da azalmis, ortalama eritrosit hemoglobin konsantrasyonu (MCHC) ve eritrosit dagilim
genisligi (RDW) ise genellikle artmis olarak bulunur. Hb seviyesi hastaligin siddetine gore 6-13
g/dL araliginda iken aplastik krizlerde 2-3 g/dL’ye kadar diisebilmektedir. Hemoliz nedeniyle
direkt antiglobulin testinin negatif olmasi, kemik iliginin hemolize yaniti nedeniyle de
retikiilosit sayis1 ve ylizdesinin yiikselmesi beklenir. Bunun yaninda hasta serumunda indirekt
bilirubin ve laktat dehidrogenaz (LDH) artis1 olur. Eritrosit membranin esnekligi ve
saglamliginin zayiflamasi nedeniyle hipotonik tuzlu suya karsi diren¢ azalmistir (artmis ozmotik

frajilite) [3,6-8,10,33].

Tablo 2.4. Herediter Sferositozda Kullanilan Laboratuvar Testleri [33].

Hb ve MCV’de Azalma,
Tam Kan Sayimi MCHC ve RDW’deArtma
Periferik Yayma Anormal Morfoloji, Sferosit Artisi
Retikiilosit Artmis
Direkt Antiglobulin Testi Negatif
Biyokimyasal Testler Indirekt Hiperbilirubinemi, LDH Yiiksekligi
OF / Inkiibasyonlu OF Artmis

Rutinde bakilan en 6nemli laboratuvar testi OF testidir. Yukaridaki rutin testlerin
disinda asidifiye gliserol lizis testi (AGLT), pink test, kriyohemoliz testi (CHT), ozmotik gradient
ektasitometri testi, EMA baglanma testi, FC-OF testi ve SDS-PAGE (sodyum dodesilsiilfat
kullanilarak calisilan poliakrilamid jel elektroforezi) testi rutinde bakilmayan diger laboratuvar

testleridir. Bunlarin disinda genetik bozukluklarin bakilmasi ile de tani konulabilir [8,34].
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2.2. 0zmotik Frajilite Testi

Ozmotik frajilite testi, baska bir deyisle ozmotik kirilganlik testi, eritrositlerin fiziksel
durumunu arastiran en eski yontemlerden biridir. Ismi nedeniyle eritrositlerin kirllganhginin
olgtldiigii algisi olussa da aslinda 6lgiilen eritrositlerin dayanikhiligidir [36,36].

Eritrosit membranm diger biyolojik membranlar gibi kendi plazma ozmolaritesinden
daha farkli ozmolariteye sahip bir ortama maruz kaldiginda ortamdaki sivinin ozmolaritesine
bagl olarak membran icgerisine sivi alip verecek sekilde diizenlenmistir. Sekil 2.12.’de gorildiigii
lizere, eritrositler diisiik ozmolariteye sahip hipertonik bir sivi igerisine konuldugunda
membran icerindeki sivi disariya ¢ikip hiicre biiziilmeye baslar, yliksek ozmolariteye sahip
hipotonik bir sivi igine konuldugunda ise, sivi membran igerisine girmeye baslar. Sivi
alisverisini kontrol eden Na*-K* aktif transport pompasinin kapasitesi asilacak olur ve siv1 girisi
devam ederse eritrositler sismeye baslar ve kiire seklini alir. Eritrosit sismesine ragmen,
oldukca saglam ve esnek yapida olan membrani sayesinde hacmi artarken ylizey alani ayni kalir.
Kritik bir hacme kadar sisen eritrosit, devam eden siv1 girisi karsisinda daha fazla sisemez ve
parcalanir. BoOylece membran icerisindeki hemoglobin gibi molekiiller de serbest kalir

(hemoliz) [37-40].

Hipertonik izotonik Hipotonik
Solisyon Saliisyon Solisyon

Sekil 2.12. Eritrositlerin Hipertonik ve Hipotonik Ortamdaki Davranislar [41].

Ozmotik frajilite testinde, farkli hipotonik konsantrasyonlardaki tuz ¢6zeltileri
karsisindaki eritrositlerin direnci o6l¢iiliir. Her bir hipotonik derisimdeki par¢alanma miktarsi,
¢Ozelti icine dagilan ve cozeltiye kirmizi renk veren hemoglobinin kolorimetrik olarak

Ol¢tlmesiyle bulunur [8,37-39].
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Sekil 2.13.’de goriildiigii lizere, normal eritrositler % 0,9 - 0,5’lik NaCl ¢ozeltisi icinde
hicbir sekil degisikligine ugramazlarken, % 0,5’lik NaCl ¢6zeltisi icinde hemoliz olmaya baslar ve
% 0,3'liik NaCl c¢ozeltisi icinde hemoliz tamamlanir. Eritrositlerin pargalanmaya basladigi
hipotonik soliisyonun NaCl konsantrasyonuna "Minimal Ozmotik Diren¢", biitiin eritrositlerin
pargalandigi NaCl konsantrasyonuna "Maksimal Ozmotik Diren¢" denir [8,37-39,42].

Herediter Sferositoz hastalarinda goriilen sferositlerin yiizey/hacim oranlar1 yani
direncleri disiiktiir ve hipotonik ¢ozeltilerde bikonkav disk seklindeki normal eritrositlere
oranla daha az genisleme kapasiteleri vardir. Bu nedenle daha yiiksek konsantrasyonlardaki
NaCl soliisyonlarinda pargalanmaya Dbaslarlar. Normal eritrositlerden daha yiiksek
konsantrasyonda parcalanan eritrositler icin OF'nin artmis veya hemolitik direncin azalmis
oldugu soylenir. Dolayisiyla HS hastalarinda OF artmistir. Bunun yaninda hipokromik, diiz ve
yassl hiicreler (Beta talasemi... vb) hipotonik c¢ozeltilerde daha biiyiik genisleme kapasitesine
sahiptirler ve normal eritrositlerden daha diisiik NaCl derisiklerinde lizis olurlar. Bunlar icinse

OF’nin azaldig1 veya hemolitik direncin arttig1 séylenir [2,4,7,8].

0ZMOTIK FRAJILITE TESTI
NORMAL

JUUUdUusunes

NaCl% o085 o075 065 060 055 05 045 040 035 030 020 010

Hemoliz % ¢ 0 0 0 0 05 045 5090 9099 97100 100 100

HEREDITER SFEROSITOZ

Juduoduuunue

NaCl%p 085 075 065 060 055 050 045 040 035 030 020 0.0

Hemoliz 0% © o 05 510 2080 60100 100 100 100 100 100 100

o=

Sekil 2.13. Ozmotik Frajilite Deneyi [43].

Inkiibe edilen kandan yapilan OF testi, taze kandan yapilan teste gére daha duyarhdur.
Inkiibasyonlu OF testinde digerinden farkh olarak érnek 37 °C derecede 24 saat bekletildikten
sonra calisilir. 37 °C derecede 24 saat bekletilen 6rnek metabolik olarak tiikendiginden ve
membran yiizeyi daha gecirgen hale geldiginden yilizey alanini daha kolay kaybeder.
Inkiibasyonlu OF testinde normal eritrositlerin minimal ozmotik direnci % 0,55-0,65 NaCl

arasindadir (Sekil 2.14.) [7,10,31].
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Sekil 2.14. Ozmotik Frajilite Deney Grafigi [44].

Genel olarak HS tanisinda en yaygin kullanilan test olarak karsimiza ¢ikan OF testinin
duyarlilign distiktir. Test HS'yi, sferosit olusumunun gozlendigi farkhh hastaliklardan
ayiramadig gibi demir eksikligi, ttkanma sarilig1 ve retiktlosit artisinin oldugu HS hastalarinda
da normal sonug verebilir. Hastalarin yaklasik % 20’si 6zellikle tan1 koymanin zor oldugu hafif
HS hastalar1 atlanir. Dolayisiyla OF sonucunun normal olmasi HS tanisindan uzaklastirmaz
[7,45].

Klasik OF testitin duyarliliginin diisiik olmas1 ve HS'nin daha ucuz, pratik ve giivenilir
olarak tespit edilebilmesi icin yapilan calismalarda OF testinin cesitli modifikasyonlar:
tliretilmistir. AGLT, pink test ve CHT K-OF testinin degisik modifikasyonlaridir [8,34].

Son zamanlarda Won ve Suh tarafindan geleneksel OF testinin yerine gecmek lizere flow
sitometrik OF (FC-OF) testi gelistirilmistir. Bu yontem; hipotonik solisyonlara maruz birakilan
eritrositlerden kalan artik eritrosit sayisinin flow sitometri ile sayilmasi esasina dayanir. Flow
sitometri kullanilarak yapilan diger bir test de EMA baglanma testidir. Hiicre membran
proteinlerine baglanmasi dolayisiyla uzun zamandir hiicre membrani ¢alismalarinda kullanilan
maleimid ayni zamanda HS'nin tespitinde de kullanilmaktadir [8,34,46-48].

FC-OF testinin de HS taramasinda kullanilip kullanilmayacagina dair ¢alismalar devam
etmektedir ki bizde bu calismalara katkida bulunmak amaciyla flow sitometri kullanilarak

yapilan bu iki testin HS’yi ayirt etme giiciinii arastirdik.
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2.3. Flow Sitometri

2.3.1. Flow Sitometri Tanimi ve Tarihgesi

Flow sitometri kelimesi, ingilizce flow (akis)-cyto (hiicre)-metry (6lciim) kelimelerinin
birlestirilmesinden tiiretilmistir. Kabaca akmakta olan hiicrelerin o&lc¢iilmesi olarak ifade
edilebilen yontemin tlkemizde kullanilmaya baslandig1 donemlerde “Flowcytometry” kelimesi
yaygin olarak kullanilsa da Tiirkcelestirme cabalariyla birlikte yerini “Flow sitometri” ifadesine
ve son yillarda da “Akan hiicre 6lcer” ismine birakmistir.

Yontem mikroskop, kan sayim cihazlar1 ve hatta yazicilardaki miirekkep piiskiirtme
teknolojilerindeki ilerlemeler gibi bircok bulusun bir araya gelmesiyle birlikte gelismistir. 17.
Yiizyillda Leeuwenhoek adli Hollandali bir tekstilcinin kisisel meraki sonucu mikroskobu
yapmasi (Sekil 2.15.), 1742 de Lomonosow’un 1s18in sacilimindan bahsetmesi, 1870 yilinda
Savartin hizla akan siwvinin yiliksek frekansla vibrasyonu sonrasi ayrismasini (sorting)
gelistirmesi ve 1934 yilinda Andrew Moldavan’'in hiicre ve pargaciklart mikroskop 6ntindeki
kapiller bir borudan gecirerek saymasinin (fotodedeksiyon) ardindan 1949-1956 yillari
arasinda Wallace Coulter bu buluslardan faydalanarak “Coulter Counter” isimli kan sayim
cihazin1 yapmistir. Akan hiicre 6lcerin atasi olarak da kabul edilebilecek “Coulter Counter”,
hiicre slispansiyonunun belirli bir araliktan gectigi sirada hiicrelerin gosterdigi empedansin
6lciilmesine dayanan ve Coulter prensibi olarak adlandirilan yontem ile ¢alisir (Sekil 2.16.)

[49-52].

Ornek
Tutucu
AN

Lens

Odaklama
Vidast

Sekil 2.15. Leeuwenhoek Mikroskobu [53,54].

1963 yilinda Kamentsky kanser hiicrelerini normal hiicrelerden ayirabilmek icin hiicre
cekirdeginin boyanabilmesi ve 1sik sacilimi ilkelerinden yola ¢ikarak “Rapid Cell

Spectrophotometer-RCS” isimli bir sistem gelistirmistir. 1965 yilinda Mack Fulwyler ise “Ink Jet”
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yazicilardaki miirekkep piiskiirtme teknolojisini “Coulter Counter” ile birlestirerek ilk hiicre
ayristiriciyl (cell sorter) gelistirmistir. 1968 yilinda Wolfgang Gohde ilk kez floresans boya
kullanilarak 6l¢iim yapabilen akan hiicre 6lgeri gelistirdi. 1969 yilinda argon lazerin Marvin Van
Dilla tarafindan sisteme monte edilmesi ve Cesar Milstein tarafindan monoklonal antikor
teknolojisinin gelistirilmesi sonrasinda Leo Herzenberg tarafindan floresan ve rodaminle
isaretlenen hiicrelerin argon lazerle gosterdikleri floresansa gore ayristirilabilecegi raporlandi.
Kisaca FACS (Fluorescence Activated Cell Sorter-Floresanla aktive edilmis hiicre ayirici) olarak
adlandirilan bu sistem, gliniimiizde akan hiicre oOlger sistemleri icin genel bir isim olarak

kullanilmaktadir (Sekil 2.17.) [49-52].
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Sekil 2.17. A-Leonard Herzenberg ve FACS (1970) B-Giintimiiz FACS Teknolojisi [57,58].
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Akan hiicre olcer teknolojisi nispeten yeni ve hizl ilerleyen bir teknolojidir. 1985
yilindan 6nce diinya genelinde 1.000 civarinda akan hiicre 6lcer oldugu tahmin ediliyordu ki bu
cihazlarin pek ¢ogu arastirma amach kullanilmakta idi. Ozellikle HiV hastalarinda CD 4 (+)
hiicrelerin oOl¢iilmesi gerektiginin anlasilmasi, immiinfenotipleme alaninda hizli ilerlemeler
saglanmasina ve akan hiicre sistemlerinin tibbi laboratuarlarda kullanilmaya baslanmasina
neden olmustur. 1992’ye geldigimizde diinyada yaklasik 7.000 akan hiicre 6lger kullanilmakta
iken 2000°li yillarda bu saymnin 30.000’e ulastigi tahmin ediliyor. Optik, yazilim, bilisim ve
monoklonal antikor teknolojilerindeki inanilmaz hizli gelismelerin yaninda akan hiicre dlcerin
tip disinda pek ¢ok alanda kullanilmaya baslanmasi giliniimiizde bu sayiy1 ¢ok daha fazla
artirmistir. Ulkemizde ise ilk kez 1980’li yillarda kullanilmaya baslanan akan hiicre dl¢erlerin

sayisinin bugiin 150’yi gectigi tahmin ediliyor [50,59].

2.3.2. Flow Sitometri Calisma Prensibi

Akan hiicre 6lcer yontemi, lazer 6niinden bir akis kanali boyunca siirekli akmakta olan
heterojen bir siispansiyondaki tek bir tanecigin (genellikle hiicrelerin) fiziksel, kimyasal ve
biyolojik 6zelliklerini ayn1 anda multi parametrik olarak 6lgmeye yarar. Sistem, florokrom ile
isaretlenmis tanecigin, lazer 6nlinden gecerken yansittigi 1sim1 foto detektdrler vasitasiyla
yakalayip, elektrik sinyaline c¢evirir ve elde edilen verileri analiz edilmek ftizere bilgisayar
ortamina aktarir. Akan hiicre 6lgerin temel calisma prensibi Sekil 2.18.’de verilmistir [50-52,59-

63].
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Sekil 2.18. Akan Hiicre Olgerin Temel Calisma Prensibi [63].
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Sistem li¢ temel kisimdan olusur;

1. Hidrolik sistem; Analizi yapilacak siispansiyondaki taneciklerin, sistem sivisi ile

birlikte lazer 6niinden tek tek akmasini saglayan sistemdir. Bir nevi tasiyic1 gorevi
goriir. Siispansiyon haldeki tanecikler hava basinci ile sistem sivisi i¢inden gegirilir.
Bu sirada hidrostatik basin¢g meydana gelir ki tanecikler bu basingla akis hiicresine
gelir. Cam veya quartzdan yapilmis olan akis hiicresinin 6zel yapisi sayesinde de
tanecikler tek tek lazer Ooniinden akarlar. Bu olaya “hidrodinamik focuslama” adi

verilir (Sekil 2.19.) [50,51,61,64,65].

Siispansiyonun akis hiicresine
gonderilmesi
Sistem Smisi

Y

. L

&

" Hidrodinamik

- Focuslama

L3

-

-

Sekil 2.19. Akan Hiicre Olgerde Hidrolik Sistem [65].

Ol¢iimii yapilacak tanecigin biiyiikliigii akis hiicresinin (flow cell) capr ile ilgilidir ki akan

hiicre o6lgerler de 0,2-150 um biiyiikliiglindeki taneciklerin 6l¢ciimii yapilabilmektedir [50,51].

Akan hiicre dlcer ile analiz edilebilecek bazi hiicre tipleri ve boyutlar: Sekil 2.20.’de verilmistir.

Bakteri Plankton Eritrosit  Kalibrator boncuklan  Lenfosit Mtrofil Monosit
0.5 pm 2 pum & pm 7.5 jum 8 um 12 14 pm

. ' . 0 .
4 »
Kiguk Bunyuk

Sekil 2.20. Akan Hiicre Olgerde Analizi Yapilabilecek Hiicreler ve Boyutlar [66].

23



Cemil Giiliim, Yiiksek Lisans Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisti, Mersin Universitesi, 2019

Optik sistem; Sistem lazerlerden ¢ikan 1sin1 akis hiicresine yonlendiren prizma ve

mercekler ile florokromla boyanmis taneciklerin sac¢tigi 1smm1 6zel aynalar

yardimiyla filtre edip 6l¢ciim yapan foto detektdrlerden olusur. Bu detektorler 6ne

dogru sacilan 151 tespit eden ileri sagilim kanal detektorii (FSC), yana dogru

sacillan 1s1n1 tespit eden yana sacilim kanal detektori (SSC) ve farkli dalga

boylarinda 6l¢iim yapabilen floresans (FL-1, FL-2, FL-3, FL-4 vs.)detektorleridir

[50,51,61,64,65]. Optik sistemi olusturan prizma, lens, ayna ve dedektorler ile

dedektorlerin hangi dalga boylarindaki 15181 detekte ettigi Sekil 2.21.’de verilmistir.

488 nm FL3 P7

st € Odaklama lens!

488 gegiren

| 633 yansitan
375 nm
Lasar 2

' F3C Pl

UV Gegiren
488 & 633 Yansitan Floresan Toplama Lensi

Sekil 2.21. Akan Hiicre Olcerde Optik Sistem [63,67].
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lleri sagihm kanal detektérii sayesinde taneciklerin biiyiikliigii hakkinda,
SSC ile taneciklerin graniilaritesi hakkinda, floresans detektorler ile de floresan

miktar1 hakkinda bilgi alinz (Sekil 2.22.) [50,51].

S5C l FL-1

d d 530 nm

FSC

151k Kaynagi
480 nm

FSC

Sekil 2.22. Akan Hiicre Olcerde Detektorler Yardimiyla Biiyiikliik ve Graniilarite Tespiti [63].

Sekil 2.23.’te gosterildigi gibi FSC/SSC histogrami ile siispansiyon icindeki
farkl biiyiikliik ve graniilaritedeki tanecikleri birbirinden ayirt edebiliriz [50,51].

g2
= Nétrofiller
8
™~
2
o - .
e Monositler
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o
(T3]
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Sekil 2.23. Periferik Kan Hiicrelerinin FSC/SSC Histogrami [68].
FSC/SSC histogramu ile biiytikliik ve graniilaritelerine gore birbirinden

ayirt edilen gruplardan istenilen popilasyon secilerek (gating/kapilama) o

popiilasyon hakkinda veri analizi yapilabilir (Sekil 2.24.) [50,51].
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Sekil 2.24. FSC/SSC Histogramu ile Yapilan Bir Veri Analizi Ornegi [69].

3. Elektronik sistem; Sekil 2.25.te gosterildigi gibi detektorlere gelen optik sinyaller
elektrik sinyallerine, elektrik sinyalleri de sayisal verilere doniistiiriilerek analiz

edilmek tizere bilgisayar ortamina aktarilir [50,51].

§ y
Lazer Ectodedelior DSl f\ / sinyal isleme
Cats
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Sekil 2.25. Akan Hiicre Olgerde Elektronik Sistem [70].
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Bu temel boliimlerin yani sira bazi akan hiicre olgerlerde sorting (hiicre ayristirma)
sistemleri de bulunur. Bu sistemler hiicreleri alt gruplarina kadar tek hiicre bazinda fiziksel
olarak yiiksek saflik ve verimlilikle hizl1 ve ucuz bir sekilde ayristirabilir. Florokrom boyalarla
boyanan hiicreler akis hiicresinden ayrilirken damlaciklar i¢ine alinir. Hiicrelerden hangisinin
ayristirilmasi isteniyorsa o hiicrelere elektrik akimi verilerek damlaciklar arti veya eksi yiikle
yiiklenir. Elektrik yliklii damlaciklar saptirma plakalar1 yardimiyla toplama kabina y6nlendirilir

(Sekil 2.26.) [50,51,63,71].

Florezan boya ile boyanmas
Hikore siispansiyonu

alkig hiloresi

T |

4

.
Damlackiarin negatif yik ile —[
yilklenmesi €+]_ Damiaciklarn pozitif yiik ile
yiiklenmesi

\/*. X

Hilcre Toplama Kaplarn

Sekil 2.26. Akan Hiicre Olgerde Hiicre Ayristirma [72].

2.3.3. Florokromlar

Akan hiicre olger ile analizi yapilacak tanecigin kimyasal ve biyolojik 6zelliklerini tespit
edebilmek icin tanecigin sahip oldugu antijenlere spesifik olarak baglanan antikorlar
(monoklonal antikor) ile isaretleme yapilir. Floresan 6zellik gosteren bu antikorlara
“florokromlar” adi verilir. Florokromlarin yapisinda 15181 absorbe eden aromatik halkalar ile
protein yapisindaki antijenin serbest amino grubuna spesifik olarak baglanan aktif gruplar yer

alir [50,51].
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Florokrom ile isaretlenen tanecikler lazer oniinden gecerken, florokromun aromatik
halkalar1 tarafindan absorbe edilen enerji ¢ok kisa bir siirede tekrar serbest birakilir (floresans).
Serbest birakilan enerjinin bir kismi 1s1 olarak verildiginden aciga cikan 1s181n enerjisi daha

diisiik, dalga boyu daha uzundur (stokes kaymasi) (Sekil 2.27.) [50,51].

Stokes kaymas

Ermnisyon

Frelars
i
-

e

Enerji seviyelerd

% B sk b ok b W%
Dasiga boyu [nm)

Uyarma

g Ve oy Posies Semnsl ol Flsresceros

Sekil 2.27. Stokes Kaymasinin Sematik Gosterimi [73].

1970’li yillarda baslayan monoklonal antikor iiretimi, teknolojideki gelismelere paralel
olarak hizla artmakta ve teshisten tedaviye farkl alanlarda kullanilmaktadir. Glinlimiizde optik
ve yazilimdaki gelismelerle birlikte daha spesifik, daha yliksek affiniteye sahip, farkli renkte
1s1ma yapan antikorlarin liretilmesi, akan hiicre 6l¢erlerde, pek ¢ok alanda ¢ok renkli analizlerin
ayni anda yapilabilmesine imkan vermektedir [50,51,62].

Akan hiicre 6lger sistemlerinde kullanilan bazi florokromlar ve 1sima yaptiklar: dalga

boylar1 ve renkleri Sekil 2.28.’de verilmistir;

Floresan Tirleri | Uyarma Max Inm]| Emisyon Max (nm) | Floresan Rengi
FITC (Fluorescein) 494 s20
Alexa Fluor 438 495 s15
PE (Phycoerythrin) 495

Alexa Fluor 594 590

Alexa Fluor 633 632

APC (Allophycocyaning) 650

PerCP (Peridinin Chlorophyll) 482

PerCP-Cy5.5 (PerCP-cyanine) 432

Alexa Fluor 700 702

Sekil 2.28. Akan Hiicre Olgerde Kullanilan Bazi Florokromlar ve Spektrumlari [74].
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2.3.4. Flow Sitometri Kullanim Alanlari

Akan hiicre 6lcerin atasi sayilabilecek “coulter counter” kandaki hiicrelerin sayimi icin
Uretilmistir. Kanin kendisi bir siispansiyon oldugundan akan hiicre 6l¢gerler icin ideal bir 6rnek
teskil etmektedir. Dolayisiyla akan hiicre o6lcerlerin kullanimi da daha ¢ok tip alaninda
yayginlasmistir ki klinik uygulamalarda siklikla akan hiicre 6lcerlerden faydalanilmaktadir.
Elbette akan hiicre 6lcerde kullanilacak materyaller kan ile sinirli degildir. Kan disinda kemik
iligi, ince igne aspirasyonlari, cesitli viicut sivilari, solid doku ornekleri, lenf nodu biyopsi
ornekleri, hiicre kiiltirii ornekleri kisaca silispansiyon haldeki ya da stlispansiyon haline
getirilebilen materyaller akan hiicre 6lcerlerde analiz edilebilir [50,51,61,62].

Akan hicre olgerlerin klinik uygulamalarindan hematoloji, onkoloji, immiinoloji,
transplantasyon immiinolojisi, molekiiler biyoloji, enfeksiyon, yardimci iireme teknikleri,
mikrobiyoloji, kan bankacilig1 ve patoloji alanlarinda yaygin sekilde faydalanilmaktadir. Sistem
ile hizli sonuglar alinabilmesi, ¢cok kisa slirede ¢ok fazla sayida hiicre ya da tanecigin analiz
edilebilmesi, ayn1 anda birden fazla parametrenin incelenebilmesi ve yiiksek duyarllikta
sonuglar elde edilebilmesi sistemin kullanimini hizla yaygilastirmistir. Ozellikle hiicreler
lizerinde yapilan immiinfenotipleme calismalar1 hematologlara tani koymada o6nemli katki
saglar. Klinik uygulamalardan bazilar1 sunlardir;

» Losemi ve lenfomalarin tanmimlanmasi ve smiflandirilmasi igin  yapilan
immiinfenotipleme calismalari
Lokosit alt gruplarinin ve sayilarinin belirlenmesi
Otoimmiin hastaliklarda ve immiin yetmezliklerde lenfosit alt gruplarinin belirlenmesi
HiV hastalarinda CD 4 (+) hiicrelerin mutlak degerinin belirlenmesi
Organ nakillerinde doku uyumuna bakilmasi
Kok hiicre sayimi
DNA analizi
Ilag alim 6l¢iimleri
Hiicre canlilik tayini
Hiicre i¢i glutatyon tayini
Trombosit fonksiyon calismalari
Retikiilosit/Eritrosit analizi
Kan bankaciligi

Sperm analizi

YV V. V V V V V V V V V V V VY

Mikroorganizmalarin tanimlanmasi, canliliginin tespiti ve sayim1 [50,51,61,62].
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Akan hiicre olcgerler tip disinda ¢cok farkh disiplinlerde de kullanilmaktadir. Tip disi
kullanim alanlar1 ve uygulamalarindan bazilari sunlardir;
» Gida (sarap tretiminde maya hiicrelerinin tespiti ve sayimi)
» Cevre (sularda bulunan bazi parazit ve mikroorganizmalarin tespiti)
» Veterinerlik (boga spermlerinde sayi, canlilik ve cinsiyet tespiti)
» Ziraat (bitki hiicre ¢ekirdeklerinin DNA iceriginin belirlenmesi)
» Farmakoloji (ila¢ bulusu ve iiretimi siireci)

» Sutriinleri (deniz suyundaki planktonlar ile ilgili yapilan arastirmalar) [63,71,75-77].

2.4. Eozin-5-Maleimid Baglanma Testi

Herediter Sferositozun tanimlanmasina yonelik son klavuzlar EMA baglanma testinin bir
tarama testi olarak kullanilmasini tavsiye etmektedir. Testin temeli floresan bir boya olan
EMA’'nin eritrosit membraninda yer alan band 3, CD47 ve Rh ile iliskili glikoproteinlere

baglanmasina dayanir [47,73].

Sekil 2.29. Eozin-5-Maleimid’in Kimyasal Yapis1 [46].

Molekil formiili Cz4H9BriNO7, IUPAC isimlendirmesi ise “1-(2'4'5',7'-tetrabromo-
3',6'-dihydroxy-3-oxospiro[2-benzofuran-1,9'-xanthene]-5-yl)pyrrole-2,5-dione”, olan EMA
yapisindaki eozin dolayisiyla floresans 6zellik gosteren pirrol tiirevi bir florokromdur (Sekil

2.29.)
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Yapilan literatiir taramalarinda maleimid’in hiicre membran proteinlerine baglanmasi
dolayisiyla uzun zamandir EMA'nin hiicre membrani ile ilgili arastirmalarda kullanildig:
gorilmektedir. Maleimid membran proteinleri ile etkilesirken eozin renk veren maddedir. 1997
yilinda Stoya ve arkadaslar1 tarafindan EMA’'nin HS taramasinda etkili bir yontem oldugu
gosterilmistir [46-48].

Maleimid eritrosit membraninda yer alan transmembran proteinlerine (band 3, CD47 ve
Rh ile iliskili glikoproteinler) baglanir. Eozin-5-maleimidin etkilesimde oldugu ana
transmembran proteini band 3’tir ki SDS-PAGE ile birlikte yapilan EMA baglanma testinde
baglanmanin % 75 - % 95 oraninda band 3 proteini oldugu tespit edilmistir. Dolayisiyla EMA
baglanma testinde daha ¢ok band 3 proteinine baglanmadan bahsedilir. Band 3 proteininin C
terminal ucu membranin dis ylizeyinde kalirken N terminal ucu membranin icinde Kkalir.
Maleimid band 3 proteini membran disindaki kisminda yer alan Lisin 430 ile etkilesir. Band 3
proteininin eksik ya da kusurlu olmasi durumunda maleimidin baglanmasinda normal
eritrositlere kiyasla bir azalma olacaktir (Sekil 2.30.). Bu azalis, akan hiicre olcer ile floresans

yogunluguna bakilarak tespit edilir [46,47,78-80].

W HS

B Kontrol

EMA FL1

Sekil 2.30. HS Hastalarindaki Eozin-5-Maleimid Baglanmasindaki Azalisin Gosterimi [8].

Her ne kadar EMA baglanmasinin band 3 ile sinirli oldugu, HS’ye neden olan diger
protein eksikliklerini yansitmayabilecegi diisiinlilse de spektrin, ankirin ve protein 4,2
eksikliklerinde, band 3 tUzerindeki EMA baglanma boélgesinde olabilecek bir degisiklik, EMA
baglanmasinda dolayisiyla da floresan yogunlugunda bir azalmaya neden olabilecektir. Bu

konuda yapilan bir calismada ankrin eksikligi olan HS hastalarinda band 3 eksikligi olsun
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olmasin, floresans yogunlugunda normal eritrositlere gore % 25 -30 azalis oldugu
gosterilmistir. Dolayisiyla EMA baglanma testinin sadece band 3 protein kusuru ya da eksikligi
ile sinirli oldugunu séylemek dogru olmaz [79-80].

Herediter Sferositoz tarama testleri arasinda EMA baglanma testi yliksek duyarlilik (%
99+1) ve ozgilligu (% 92+1) ile dikkat ¢ekmektedir. Testin 2 saat gibi kisa bir siirede
yapilabilmesi ve ¢cok az miktarda (5 pl) 6rnek kullanilmasi biiyiik avantaj saglamaktadir. Ayrica
2-8 0C de 7 giin saklanan numunelerdeki EMA baglanmasinda taze 6rneklere gére anlamh bir
fark olmadig1 ve EMA boyamasi yapilmis drneklerin buzdolabinda 24 saat stabil kaldigini
gosteren calismalar mevcuttur ki bu da EMA baglanma testini daha kullanish yapmaktadir.
Bunun yaninda EMA baglanma sonuglari splenoktomiden etkilenmez ve kan transfiizyonu
sonrasinda dahi en kiiciik hasarl eritrosit populasyonlar1 EMA ile tespit edilebilir. Daha da
onemlisi EMA baglanma testi HS disinda diger eritrosit membran kusurlari sonucu olusan
hastaliklarin taramasinda da kullanilabilir [8,73,81,82].

Eozin-5-Maleimid baglanma testinin sayillan bu olumlu yonlerinin yaninda bir takim
olumsuz yonleri de vardir. Akan hiicre 6lger cihazinin rutin ¢alisma yapan her laboratuvarda
olmayisi, saklama kosullarina bagh olarak EMA boyasinin floresan verme giiciiniin azalmasi ve
test sonuglarinin rapor etme seklinin standartlastirilmamis olmasi testin olumsuz yonleridir.
EMA baglanma test sonuglar1 kimi laboratuvar tarafindan floresan yogunlugu (ortalama kanal
florens1 (MCF) ya da ortalama floresan yogunlugu (MFI)) seklinde verilmektedir ki bu degerler
kullanilan akan hiicre olger cihazinin modeline gore degisebilmektedir. Kimi laboratuvar ise
hasta numunesindeki EMA baglanmasini kontrol érnegindeki EMA baglanmasi ile kiyaslayarak,
sonuglar1 kontrole gore ylizde floresan azalisi seklinde rapor etmektedir. Bu noktada hasta
numunesi ile birlikte ayn1 sartlarda 5-6 kontrol numunesinin de calisilmasi 6nerilmektedir. Bu
olumsuzluklarinin yani sira EMA baglanma testinin saglikli yetiskinler ve ¢ocuklar i¢in evrensel
referans araliklart olusturulmamistir. EMA baglanma testinin kullanimina ve referans

degerlerinin belirlenmesine yonelik calismalar devam etmektedir [8,73,82,83].

2.5. Flowsitometrik Ozmotik Frajilite Testi

2009 yilinda Won ve Suh tarafindan HS taramasinda kullanilabilecek yeni bir test
Onerilmistir. Arastirmacilar eritrositlerin deiyonize su ile hemoliz edildikten sonra ortamda
kalan saglam eritrositlerin ki “artik eritrosit” olarak da ifade edilir, akan hiicre olcer ile
saylilabilecegini, artik eritrosit sayisinin da eritrositlerin dayanikliligini ve ozmotik kirilganligin
derecesini yansitabilecegini ileri stirmiislerdir [8,82,84].

Flowsitometrik ozmotik frajilite testinde (FC-OF) % 0,9'luk NaCl ¢o6zeltisi igerisindeki

eritrositler akan hiicre 6lcerde belirli bir slire sayildiktan sonra karisima deiyonize su ilave
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edilerek eritrositlerin hemoliz olmasi indiiklenir. Eritrosit siispansiyonu iizerine deiyonize su

ilave edildigi zaman eritrositler siviy1 iceriye alip sismeye baslayacaklar ve bir siire sonrada

parcalanarak hemoliz olacaklardir. Sekil 2.31.” de verilen FSC/SSC grafigi ile indikslyon

esnasindaki daha biiylik ve ylizey alani daha diiz eritrositlerin olusumu gosterilmistir.

Indiiklenen karisimdaki artik eritrositler akan hiicre élger ile belirli bir zaman dilimi icerisinde

gercek zamanl olarak sayilir (Sekil 2.32.). Hemoliz 6ncesi ve hemoliz sonrasi sayimi yapilan

eritrositlerin orani artik eritrosit ylizdesi olarak ifade edilir [8,82,84].
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Sekil 2.31. Eritrositlerin Deiyonize Su ilavesi Oncesi ve Sonrasi FSC/SSC Grafigi [84].

Kontrol 001

1000

-H

200 400 00 800

400 800
Time (204.80 =ac.)

Region
R2
R3

RE5
R
AT
3t
RO
Ri0
Ri1
Ri2

Evants
17805
9705

208
975
ane
315
030

255

Sekil 2.32. Eritrositlerin Deiyonize Su {lavesi Oncesi ve Sonrasi FSC/ ZAMAN Grafigi.
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Won ve Suh calismalarinda HS’li hastalar, demir eksikligi anemisi olan hastalar ve
saglikli bireyleri karsilastirmislar ve HS’li hastalarin artik eritrosit yiizdesi ile diger iki grubun
artik eritrosit yiizdeleri arasindaki farkin biiyiik oldugunu, dolayisiyla testin ayirim giicliniin
yliksek oldugunu tespit etmislerdir. Testin ayirim giicii farkli arastirmalarla da desteklenmistir.
Ayrica yapilan ¢alismalarda testin HS’yi taramada gosterdigi duyarhlik (% 93,9) ve hassasiyet
(% 97,5) performansi da oldukca tatmin edicidir. Testin diger bir onemli ozelligi de
splenoktomiden etkilenmemesidir [82,84-86].

Flowsitometrik ozmotik frajilite testi inkiibasyona gerek olmamasi, analiz siiresinin kisa
olusu (yaklasik 5-6 dk.), objektif bir sonu¢ vermesi, uygulamasinin kolay ve ucuz olmasi
acisindan gayet kullanish bir test olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Testin bu olumlu yanlarinin
yaninda olumsuz olarak sayilabilecek yonii ise akan hiicre 6l¢er cihazinin her laboratuvarda
olmayisi ve numune bekleme siiresidir. Won ve Suh analizi yapilacak numunenin miimkiinse
bekletilmeden calisilmas1 degilse 4 °C de en fazla 24 saat bekletilmesini tavsiye etmislerdir
[8,82,84,85].

Testin HSnin yaninda diger eritrosit membran bozuklugu hastaliklarini ve
hemoglobinopatileri tespit edip etmedigi arastirilmaktadir. Ayrica arastirmacilar ufak
modifikasyonlar yaparak ayirim giicli, hassasiyet ve duyarlilik degerlerini arttirmaya
calismaktadirlar. FC-OF testinin kullanimina ve referans degerlerinin belirlenmesine yo6nelik

calismalar devam etmektedir [82,84,85,87].
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Calisma Grubu

2007-2016 yillar1 arasinda Mersin Universitesi Saghk Arastirma ve Uygulama Merkezi
Hastanesi Cocuk Hematoloji ve Yetiskin Hematoloji Bilim Dali polikliniklerine basvuran hastalar
geriye donik olarak taranmis, HS tanisi almis 60 hasta oldugu tespit edilmistir. Yapilan
istatistiki degerlendirme neticesinde popiilasyonun uygun sekilde tahmin edilebilmesi igin
popillasyonun en az 0,40'una ulasmanin yeterli olacagi dolayisiyla yapilacak c¢alismaya
minimum 24 hasta alinmasinin yeterli olacagi degerlendirildi. Bu bilgiler 1s181nda ¢alismada 30
hasta ile 30 kontrol calisiimasi hedeflendi.

Geriye doniik olarak yapilan taramada belirlenmis olan, HS tanisi almis hastalar ile
Temmuz 2017-Ekim 2018 tarihleri arasinda yeni tani almis HS hastalar1 ¢alismaya dahil edildi.

Hastalarin; yaslari, 90 giin icerisinde kendilerine kan transfiizyonu yapilip yapilmadigi,
gebe olup olmadiklari, c¢ocuk emzirip emzirmedikleri, HS disinda kronik baska bir
hastaliklarinin olup olmadigi sorgulandi. Kan transfiizyonu yapilmis olanlar, gebe, emziren ve
baska bir kronik hastaligi olanlar, 1 yasindan kii¢iikler ile 68 yasindan biiyiik olanlar ¢alismadan
disland1. Ayrica acil olgular ¢alismaya dahil edilmedi.

Kontrol grubuna dahil edilen bireylerin Hb degerlerinin kendi cinsiyet ve yas grubuna
ait referans degerleri arasinda olup olmadigina bakildi. Hb degeri referans aralig1 disinda olan
bireyler c¢alismadan dislandi. Ayrica bireylere yas bilgileri, herhangi bir hastaliklar1 olup
olmadigl, gebe ve emzirme doneminde olup olmadiklar1 soruldu. 1 yasindan kii¢iikler ile 68
yasindan biiyiik olanlar, gebe ve emzirme déneminde olanlar ile hasta olanlar ¢alismadan
disland1. Ayrica acil olgular ¢alismaya dahil edilmedi.

Calismaya 5-51 yas arasi, HS tanis1 almis 16 farkl aileden toplam 20 hasta ile herhangi
bir hastalig1 olmayan 5-47 yas arasi 30 saglikli birey dahil edildi.

Hasta ve kontrol grubunda yer alan tiim bireyler ¢alisma hakkinda bilgilendirildi ve
kendilerine bilgilendirilmis goniillii olur formu imzalatild1.

Bu calisma, Helsinki Deklerasyonu 6zelliklerine gore yapilmis, Mersin Universitesi Klinik
Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan 13.04.2017 tarihli 2017/104 sayih kurul karar ile

onaylanmustir.
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3.1.2. Orneklerin Alinmasi ve Saklanmasi

Bu calismada hasta ve kontrol grubundaki bireylerin ven6z tam kanlar1 kullanilmistir.
Kan, icerisinde etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) olan 5 mL’lik tiiplere alinmis olup 6rnekler
bekletilmeden ¢alisildi.
3.1.3. Kullanilan Arag ve Gerecler

Calismada kullanilan arag ve gereg bilgisi Tablo 3.1.’de verilmistir.

Tablo 3.1. Calismada Kullanilan Arac ve Geregler

Akan Hiicre Olger Becton Dickinson FACSCalibur ABD

Spektrofotometre Shimadzu UV Mini 1240 Japonya

Kan Sayim Cihazi Sysmex XN-1000 Japonya

Vorteks Heidolph Reaxtop Almanya

Santrifiij Niive NF 800 Tiirkiye

Santrifiij Sigma Sartorius 1-15 Almanya

Su Banyosu Elektro Mag M48K Tiirkiye

Derin Dondurucu (-80 °C) Elcold HCMix2036 Danimarka
Buzdolabi Electrolux ERD4697NF Isveg
Hassas Terazi Mettler Toledo AB204-S Isvigre

Otomatik Pipet (2-20 pl) Eppendorf Research Almanya
Otomatik Pipet (20-200 pl) Socorex Aqura 825 Isveg

Otomatik Pipet (100-1000 pl) Eppendorf Research Almanya

Otomatik Pipet (1000-5000 pl) Eppendorf Research Almanya
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3.1.4. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Soliisyonlar

Calismada kullanilan kimyasal maddeler ve soliisyonlar Tablo 3.2.’de verilmistir.

Tablo 3.2. Calismada Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Soliisyonlar

Eozin-5-Maleimid (EMA) Sigma-Aldrich ABD
Bovine Serum Albumin (BSA) Biomatik Kanada
Sodyum Klortr (NaCl) Merck Danimarka
Di SOdYI(ll{Ir; ?Pilc})r(c))ie):n fosfat Merck Al
Di sodyur(rllI gi(li{r[?(j) e‘}r.lszcl)zga)t dihidrat Merck Almanya
(BD Ceﬁ]\i\fatsilmszcl)irjlsyonu) Becton Dickinson Polonya
Distile su Medisin Tirkiye

3.1.5. Kullanilan Sarf Malzemeler

Calismada kullanilan sarf malzemeler Tablo 3.3.’de verilmistir.

Tablo 3.3. Calismada Kullanilan Sarf Malzemeler

EDTA’l1 kan toplama tiipli Xinle Cin
Polietilen tiip (5 mL) Falcon Meksika
Otomatik pipet ucu (1-200 pl) AHN Almanya
Otomatik pipet ucu (100-1000 pl) Isolab Almanya
Otomatik pipet ucu (5000 pl) Isolab Almanya
Eppendorf tiip (200 pl) Isolab Almanya
Eppendorf tiip (500 ul) Isolab Almanya
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3.2. Yontem

Arastirmamizda geleneksel olarak kullanilan OF testi, nispeten yeni olmakla birlikte
kilavuzlarda kullanimi tavsiye edilen EMA baglanma testi ve ¢cok daha yeni bir yontem olan FC-
OF testinin HS'yi ayirt etme giiclinii tespit etme, secicilik ve duyarliklarini hesaplama,
karsilastirma ve optimum kesme degerlerini (cut-off) belirleyebilmeyi amacladik.

Geleneksel olarak kullanilan OF testinin, ayirim gliciliniin, hassasiyet ve duyarliliginin
orneklerin 37 °C’de inkiibe edildikten sonra calisilmasi durumunda daha iyi oldugunu
biliyorduk. Bu nedenle projemiz de EMA ve FC-OF testlerinin de 37 °C’ de inkiibasyon sonrasi

ayirt etme giiclinii, hassasiyet ve duyarliklarini arastirdik.

3.2.1. Ozmotik Frajilite Testi

Ozmotik frajilite testi Parpart ve arkadaslarinin agikladigi yontem baz alinarak
yapilmistir. Bu yontemin prensibi, pH1 7,4 olarak ayarlanan tamponlu hipotonik NaCl
solisyonunun farkli konsantrasyonlarina bir miktar kan ilave edilmesinden sonra olusan

hemolizin kolorimetrik yontemle 6l¢iiliip hesaplanmasina dayanir.

3.2.1.1. Hipotonik NaCl Soliisyonunun Hazirlanmasi

Calismada kullanilmak tizere 6nce % 10’luk stok NaCl ¢6zeltisi (tamponlu) hazirlandu.

Analizlerin yapilacagi giinlerde ise % 1'lik ¢alisma soliisyonlar1 hazirlandi.
Stok ¢ozeltinin (% 10’luk NaCl) hazirlanmast:
NaCl'den 90 g, Na,HPO,'den 13.65 g ve Na,HP0,.2H,0’den 2.34 g tartilarak bir miktar
distile suda ¢o6zlldi. Daha sonra hacim 1 litreye tamamlandi. Stok NaCl ¢o6zeltisinin

saklama kosullari oda 1sisinda 2-3 ay, 4 °C’de 1 yildir.

Calisma ¢ozeltisinin (% 1'lik NaCl) hazirlanmast:

Stok ¢ozeltiden 10 mL alindi ve tlizerine 90 mL distile su ilave edildi.

3.2.1.2. Farkli Konsantrasyonlardaki NaCl Soliisyonunun Hazirlanmasi

% 1'lik calisma soliisyonu kullanilarak 16 farkli konsantrasyonda NaCl c¢ozeltisi

hazirlandi. Hazirlanan tiiplerin konsantrasyonu ile nasil hazirlandig1 Tablo 3.4.’de verilmistir.
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Tablo 3.4. Farkl Konsantrasyonlardaki NaCl Soliisyonunun Hazirlanmasi

3.2.1.3. Ozmotik Frajilite Test Protokolii

Tiip % 1'lik NaCl Distile Su Konsantrasyon
No (mL) (mL) (% NacCl)
1 18 2 0,90
2 17 3 0,85
3 16 4 0,80
4 15 5 0,75
5 14 6 0,70
6 13 7 0,65
7 12 8 0,60
8 11 9 0,55
9 10 10 0,50
10 9 11 0,45
11 8 12 0,40
12 7 13 0,35
13 6 14 0,30
14 5 15 0,25
15 3 17 0,15
16 0 20 0

Calismada hasta ve kontrol grubundaki bireylerden alinan EDTA’l1 tam kan 6rnekleri

kullanildi. Ornek en geg 3 saat icerisinde calismaya alindi. Bu siirede dérnek oda sicakhginda

bekletildi. Calisma asagidaki islem basamaklari takip edilerek yapildy;

1.
2.

7.

16 adet 5 mL’lik polietilen tiip alindi ve 1'den 16’ya kadar numaralandirildi.

Hazirlanan tiiplere 10 kez alt iist edilmek suretiyle karistirilan EDTA’l1 tam kandan

10 pl konuldu.

Uzerlerine Tablo 3.5’te belirtildigi sekilde hazirlanan NaCl ¢ézeltilerinden 2 mL

ilave edildi ve hafifce vortekslendi.
Hazirlanan karisim oda sicakliginda ve karanlikta 30 dakika bekletildi.

Siire sonunda tiipler santrifiije alindi ve 5 dk., 1200 g’de santrifiij edild.i.

Santrifiij sonrasi tiipler iizerinde kalan slipernatan spektrofotometrede 540 nm

dalga boyunda okutuldu.
1. Tip ( % 0,9 NaCl) kor olarak kullanildi.

Inkiibasyonlu OF testi icin; kan 37 °C’de 20-24 saat su banyosunda bekletildikten sonra

yukaridaki islem basamaklari bekletilen kan icinde uyguland.
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3.2.1.4. Ozmotik Frajilite Sonu¢larinin Degerlendirilmesi
Spektrofotometreden elde edilen absorbans degerleri kullanilarak her bir tiipteki
hemoliz yiizdesi asagidaki formil kullanilarak hesaplandi. Hesaplamada 16 numaral tiipteki

hemoliz oraninin % 100, 1 numaral tiipteki hemoliz oraninin % 0 oldugu kabul edildi.

X nolu tiipiin absorbans1 X 100

nolu tuptekl hemoliz yuzdesl 16 nolu tiipiin absorbansi

Elde edilen veriler kullanilarak asagida bir ornegi olan (% NaCl-% Hemoliz) grafigi
olusturuldu. Hemolizin % 5 oldugu konsantrasyon hemoliz baslangic1 kabul edilerek grafik

yardimiyla hemolizin basladigi tuz konsantrasyonu tespit edildi (Sekil 3.1.).

110
100 l— o

a0 %

B0 *

70 \
\
\

&0

£
& 50 . T
g Hemolizin basladig
2 40 tuz konsantrasyonu
30

04 0,45 H—
70 \ ! ! !
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0 *—"Hﬁ—m—

000 0,10 0,20 030 040 050 060 070 080 090 1,00

MaCl Konsantrasyonu (%)

Sekil 3.1. Ozmotik frajilite egrisi
3.2.2. Eozin-5-Maleimid Baglanma Testi
Eozin-5-Maleimid baglanma testi King ve arkadaslarinin ac¢ikladigi yontem baz alinarak
yapilmistir. Bu yontemin prensibi, EMA'nin eritrosit membraninda yer alan transmembran

proteinlerine (band 3, CD47 ve Rh ile iliskili glikoproteinler) baglanmasi ve akan hiicre dlger ile

floresans yogunluguna bakilmak suretiyle baglanma miktarinin tespit edilmesine dayanir.
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3.2.2.1. Eozin-5-Maleimid Boyasinin Hazirlanmasi

Calismamizda Sigma-Aldrich marka EMA boyasi kullanildi. Boya liyofilize halde temin
edildi ve 2-8 0C’de saklandh.

Calisma boyasi olarak kullanilmak iizere liyofilize haldeki EMA, PBS ile konsantrasyonu
0,5 mg/mL olacak sekilde sulandirildi. Ancak EMA boyasinin saklama kosullarina bagh olarak
floresan verme giicliniin azalmasi nedeniyle temin edilen boyanin tamami sulandirilmadi. Her
seferinde 1 mL'lik calisma solilisyonlar1 hazirlanarak kiiciik miktarlarda alikotlandi ve -80 °C’de

saklandi. Bu ¢alisma boyasi 3 aylik periyotlarda yeniden hazirlandi.

3.2.2.2. Eozin-5-Maleimid Baglanma Test Protokolii

Calismada hasta ve kontrol grubundaki bireylerden alinan EDTA’l1 tam kan 6rnekleri
kullanildi. Ornek en ge¢ 3 saat icerisinde calismaya alindi. Bu siirede 6érnek oda sicakhginda
bekletildi. Calisma asagidaki islem basamaklari takip edilerek yapilds;

1. 10 kez alt iist edilmek suretiyle karistirilan EDTA’l1 tam kandan 100 pl alindi ve 5 mL’lik
polietilen tiip icerisine konuldu.
Uzerine 2 mL PBS ilave edildi ve hafifce karistirildi.
300 g devirde 5 dk santrifiij edildi.
Ustte kalan siipernatan pipet yardimiyla alinip atildi.

2-3 ve 4. adimlar tekrarlanmak suretiyle yikama yinelendi.

S

Kalan ¢okelti hafifce karistirildiktan sonra igerisinden 5 pl alinip kapakli gode igerisine

konuldu.

7. Uzerine 25 pl EMA (Daha 6nceden 0,5 mg/mL olacak sekilde hazirlanan ¢alisma boyasi)
ilave edilip hafifce karistirildi ve 1 saat oda 1s1sinda, karanlikta bekletildi.

8. 12.000 rpm devirde 1 dk., santrifiij edildi.

9. Ustte kalan siipernatan pipet yardimiyla uzaklastirildi.

10. Cokelti tizerine 500 pl % 0,5’1ik BSA/PBS karisimi ilave edildi. Hafifce karistirildi.

11. 300 g devirde 5 dk., santrifiij edildi.

12. Ustte kalan siipernatan pipet yardimiyla alinip atildu.

13. 10-11 ve 12 nolu adimlar tekrarlanmak suretiyle yikama yinelendi.

14. Cokelti tizerine 500 pl % 0,5°lik BSA/PBS karisimi ilave edildi. Hafifce karistirildi.

15. Bu RBC siispansiyonundan 100 pl alindi ve ve 5 mL’lik polietilen tiip icerisine konuldu.

Uzerine 1,4 mL % 0,5'lik BSA/PBS karisimi ilave edildi. Hafifce karigtirilda.

16. Elde edilen son RBC silispansiyonu akan hiicre ol¢er ile analiz edild.i.
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Inkiibasyonlu EMA baglanma testi icin; kan 37 °C’de 20-24 saat su banyosunda

bekletildikten sonra yukaridaki islem basamaklari bekletilen kan icinde uygulandi.

3.2.2.3. Eozin-5-Maleimid Baglanmasinin Akan Hiicre Olger ile Tespiti

Hasta ve kontrollerden elde edilen son RBC siispansiyonlari, FACSCalibur (Becton
Dickinson, San Jose, CA, USA) cihazi ve CellQuest Pro programi kullanilarak analiz edildi. Cihazin
voltaj ve kompenzasyon ayarlari, cihaz Ureticisi tarafindan temin edilen standardize edilmis
boncuklar (Calibrate3) kullanilarak yapildi. FSC, SSC ve FL1 detektorleri logaritmik olarak
ayarlandu.

Eozin-5-Maleimid baglanma diizeylerinin belirlenmesinde énce FSC/SSC grafigi alindi.
Yiiksek FSC ve SSC’ye sahip RBC'ler kapilandi ve kapilanan bolge icerisinde 15.000 RBC olana
kadar sayim yapildi (Sekil 3.2.).

A EMA.001
23
™
=i
T
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w —
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-
o
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10 10 10 10 10
FSCH
Tube: EMA
Region Events % Gated % Total
RBC 15077 98.32 98.32

Sekil 3.2. RBC Siispansiyonuna Ait FSC/SSC Grafigi.
Kapilanan bu boélgedeki RBC popiilasyonun, 494-520 nm dalga boyunda (FL1 kanali)

floresan veren EMA’y1 ne kadar bagladigini tespit edebilmek icin FL1 histogrami olusturuldu ve

FL1 kanalindaki MFI bakildi (Sekil 3.3.). MFI degeri EMA baglanmasini gostermektedir.
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Sekil 3.3. EMA Histogrami.

3.2.3. Flow Sitometrik Ozmotik Frajilite Testi

Flow sitometrik ozmotik frajilite testi Won ve Suh tarafindan ac¢iklanan yontem baz
alinarak yapilmistir. Yontem eritrositlerin su ile hemoliz edildikten sonra ortamda kalan artik
eritrositlerin akan hiicre 6lger ile sayilmasina dayanir. Artik eritrosit sayisi eritrositlerin

dayanikliligini ve ozmotik kirilganligin derecesini yansitir.

3.2.3.1. Eritrosit Siispansiyonunun Hazirlanmasi

Won ve Suh her bir calisma i¢in analiz edilen eritrosit miktarinin standart olmasi
gerektigini savunmus ve RBC siispansiyonundaki eritrosit sayisini sabitleyebilmek i¢in de
baslangicta kullanilan kan miktarinin ayarlanmas1 gerektigini belirtmislerdir. Biz de
calismamizda onlarin izledigi yontemi kullanarak eritrosit sayisi sabit olan RBC siispansiyonlari
hazirladik. Bu islem i¢in;

1. Calismada hasta ve kontrol grubundaki bireylerden alinan EDTA’ll tam kan 6rnekleri
kullanildi. Ornek en ge¢ 3 saat icerisinde calismaya alindi. Bu siirede érnek oda
sicakliginda bekletildi.

2. 10 kez alt iist edilmek suretiyle karigtirilan EDTA’l1 tam kan 6rnegi, kan sayim cihazinda
okutularak numunedeki eritrosit sayisi tespit edildi.

3. Eritrosit sayis1 asagidaki formiilde yerine konularak kullanilmasi gereken kan hacmi

hesaplandi.
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130

Kullanilmasi Gereken Kan Hacmi (pl) = 105
Eritrosit sayis1 (W)

Hazirlanacak stispansiyonun bekletilmeden analiz edilmesi gerektiginden sonraki asamaya

gecmeden dnce akan hiicre olcer analize hazir hale getirildi.

4. Hesaplanan kan hacmi gode igerisine alind1 ve ilizerine 1 mL PBS ilave edildi. Hafifce
karistirildi.

5. Hazirlanan bu siispansiyondan alinan 10 pl numune, icerisinde 1,1 mL PBS olan 5 mL’lik
polietilen tiip icerisine konuldu. Hafifce karistirildi.

6. Elde edilen son RBC siispansiyonu akan hiicre dlger ile hemen analiz edildi.

Kan 37 9C’de 20-24 saat su banyosunda bekletildikten sonra yukaridaki islem basamaklari

bekletilen kan icinde uygulandi.
3.2.3.2. Ozmotik Frajilitenin Akan Hiicre Olger ile Tespiti

Hasta ve kontrol grubundan elde edilen son RBC siispansiyonlari, FACSCalibur (Becton
Dickinson, San Jose, CA, USA) cihazi ve CellQuest Pro programi kullanilarak analiz edildi. Cihazin
voltaj ve kompenzasyon ayarlari, cihaz lireticisi tarafindan temin edilen standardize edilmis
boncuklar (Calibrate3) kullanilarak yapildi. FSC ve SSC detektdrleri lineer olarak ayarlandi.

Zaman x ekseninde olacak sekilde, FSC/zaman (204,80 sn) grafigi olusturuldu. 11 adet
kap1 almak suretiyle grafik her biri yaklasik 15 saniye siiren 11 boélgeye ayrildi (Sekil 3.4).

% Analysis Dot Plot
ﬁ 1 2 3 4 g [ 7 & 9 10 11
B4
B g
s _8_'_
B
R T T T T v T T T T T T T T T T
o 50 100 150 200 250
Zaman (204,80 sn)

Sekil 3.4. FSC/Zaman Grafigi.
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Iyice karistirllmis son RBC siispansiyonu cihazin enjeksiyon béliimiine yerlestirildi.
Analiz sirasinda ilk bolge gectikten sonra analiz bitirilmeden tiip ¢ikarildi ve ozmotik hemolizi
indiiklemek icin 0,9 mL distile su tiipe ilave edildi. Iyice karistirilan tiip daha sonra enjeksiyon
boliimiine yeniden yerlestirildi ve 6l¢iim on birinci bolgeye kadar siirdiiriildii. Bir tiipiin 6lgiim

sliresi yaklasik 3 dakikadir.

Tube: FC-OF
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Sekil 3.5. FSC/Zaman Grafiginde Distile Su Oncesi ve Sonras.

Sekil 3.5.de verilen FSC/Zaman grafiginde distile su karistirilmasindan 6nceki ve
sonraki her bir bdlge i¢in olay sayisi, artik eritrositlerin sayisini yansitan bir parametre olarak
secildi. Ozmotik hemoliz derecesini belirlemek {lizere asagidaki formiilden faydalanilarak artik
eritrositlerin yiizdesi hesaplandi. Birinci bolgedeki olay sayisi seyreltmenin etkisini gidermek

lizere seyreltme faktorii ile carpildi.

) o _ 7 ve 8.bolgedeki olay sayisinin ortalamasi
Artik Eritrosit Yiizdesi = x 100

1. bolgedeki olay sayis1 X (1é1)

3.2.4. istatistiksel Yontemler

Klasik ozmotik frajilite (K-OF), EMA baglanma testi ve FC-OF parametrelerinin, HS
hastast olanlar ve hasta olmayanlar; iizerindeki ayirma gilicline Receiver Operating
Characteristic (ROC) Curve analizi ile bakildi. Verilerin analizi MedCalc paket programinin demo

stirimii kullanilarak yapilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Bulgular

4.1.1. Hasta ve Kontrol Grubuna Ait Demografik Bulgular

Bu calismaya Mersin Universitesi Saglik Aragtirma ve Uygulama Merkezi Hastanesi
Cocuk Hematoloji ve Yetiskin Hematoloji Bilim Dali polikliniklerine bagvuran 5-51 yas arasi, HS
tanisi almis 16 farkl aileden toplam 20 hasta ile herhangi bir hastalifi olmayan 5-47 yas arasi

30 saglikli birey dahil edilmistir. Hasta ve kontrol grubuna ait demografik bulgular Sekil 4.1. ve

Tablo 4.1.’de verilmistir.

Tablo 4.1. Hasta ve Kontrol Grubuna Ait Demografik Bulgular

Sekil 4.1. Hasta ve Kontrol Grubuna Ait Demografik Bulgular

Hasta 20 12 8 10 10
(% 40) (% 60) (% 40) (% 50) (% 50)
Kontrol 30 18 12 2 28
(% 60) (% 60) (% 40) (% 7) (% 93)
35
30
25
20
mHasta
15 m Kontrol
10
5
a
n Kadin  Erkek Cocuk Yetigkin
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4.1.2. Taze Ornekten Yapilan Klasik Ozmotik Frajilite Testine Ait Bulgular

Taze 6rnekten yapilan K-OF testine ait sonuglar Tablo.4.2.’de verilmistir.

Tablo 4.2. Taze Ornekten Yapilan Klasik Ozmotik Frajilite Testine Ait Sonuglar

NO Hasta Kontrol
(% Nacl) (% Nacl)
1 0,80 0,45
2 0,55 0,40
3 0,55 0,45
4 0,70 0,50
5 0,70 0,50
6 0,70 0,45
7 0,60 0,50
8 0,75 0,50
9 0,80 0,45
10 0,80 0,55
11 0,60 0,50
12 0,60 0,45
13 0,80 0,45
14 0,80 0,45
15 0,75 0,50
16 0,70 0,50
17 0,45 0,50
18 0,50 0,45
19 0,50 0,45
20 0,45 0,40
21 *x 0,40
22 ko 0,40
23 % 0,40
24 D 0,35
25 *x 0,40
26 % 0,40
27 *x 0,45
28 *x 0,40
29 % 0,40
30 *x 0,40
Ort 0,7 0,4
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Taze ornekten yapilan K-OF testine ait istatistiki bulgular Sekil 4.2. ve Tablo.4.3.de
verilmistir.

Secicilik

. L. - | . | - .
0 20 4 &0 a0
100-Cuvariihik

Sekil 4.2. Taze Ornekten Yapilan Klasik Ozmotik Frajilite Testine Ait ROC Grafigi

Tablo 4.3. Taze Ornekten Yapilan Klasik Ozmotik Frajilite Testine Ait Istatistiki Bulgular

K-OF <0,5
(Taze)

0,935 <0,0001 96,67 80,0
[0,828-0,985]

[82,8-99,9] | [56,3 - 94,3]

Klasik ozmotik frajilite test (Taze) parametresinin HS olan ve olmayanlar iizerindeki
ayirma giicine ROC analizi ile bakildi. Parametrenin siniflamadaki basarisi istatistiki agidan
anlamli bulundu. (p=<0,0001). Egri altinda kalan alan AUC=0,935 [0,828-0,985]. Kesim degeri

olarak <0,5 anlamli bulundu. Bu modele gore K-OF parametresinin degeri 0,5 ve lizerindeki
bireyler HS olarak siniflanmistir.
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4.1.3. inkiibe Edilmis Ornekten Yapilan Klasik Ozmotik Frajilite Testine Ait Bulgular
Inkiibe edilmis 6rnekten yapilan K-OF testine ait sonuglar Tablo.4.4.’de verilmistir.

Tablo 4.4. inkiibe Edilmis Ornekten Yapilan Klasik Ozmotik Frajilite Testine Ait Sonuclar

NO Hasta Kontrol
(% Nacl) (% Nacl)
1 0,85 0,70
2 0,85 0,60
3 0,85 0,60
4 0,85 0,70
5 0,85 0,65
6 0,85 0,55
7 0,85 0,55
8 0,85 0,70
9 0,85 0,65
10 0,85 0,70
11 0,85 0,65
12 0,85 0,60
13 0,85 0,60
14 0,85 0,65
15 0,85 0,65
16 0,85 0,70
17 0,85 0,70
18 0,85 0,65
19 0,88 0,65
20 0,85 0,65
21 ** 0,55
22 ** 0,70
23 *E 0,60
24 S 0,65
25 *E 0,65
26 *x 0,60
27 ** 0,60
28 ** 0,65
29 *E 0,65
30 *x 0,60
Ort 0,85 0,64
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Inkiibe edilmis érnekten yapilan K-OF testine ait istatistiki bulgular Sekil 4.3. ve
Tablo.4.5.'te verilmistir.

100 -
|| Dwyarkihk: 1000 o
Seicilik: 100,0 J,’
| [| Kesme Deferi: 20,7 .7
80 H
60 H
& sl
20 |-
u n o i A 1 L L L I L o " I. A L L I L A A 1
0 20 40 60 80 100
100-Duyarhhk

Sekil 4.3. Inkiibe Edilmis Ornekten Yapilan Klasik Ozmotik Frajilite Testine Ait ROC Grafigi

Tablo 4.5. inkiibe Edilmis Ornekten Yapilan Klasik Ozmotik Frajilite Testine Ait Istatistiki

Bulgular

K-OF <0,7 1,000 <0,0001 100,0 100,0
(inkiibasyonlu) [0,929-1,00] [88,4 - 100,0] | [83,2 - 100,0]

Klasik Ozmotik Frajilite Test (inkiibasyonlu) parametresinin HS olan ve olmayanlar;
tizerindeki ayirma giiciine ROC analizi ile bakildi. Parametrenin siniflamadaki basarisi istatistik
acidan anlamli bulundu. (p=<0,0001). Egri altinda kalan alan AUC=1,000 [0,929-1,000]. Kesim
degeri olarak <0,7 anlamh bulundu. Bu modele goére K-OF (inkiibasyonlu) parametresinin

degeri 0,7 ve lizerindeki bireyler HS olarak siniflanmistur.
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4.1.4. Taze Ornekten Yapilan Eozin-5-Maleimid Baglanma Testine Ait Bulgular

Taze 6rnekten yapilan EMA baglanma testine ait sonuglar Tablo 4.6."da verilmistir.

Tablo 4.6. Taze Ornekten Yapilan EMA Baglanma Testine Ait Sonuglar

Hasta Kontrol
NO (MFI) (MFI)
1 180,0 225,0
2 174,9 414,0
3 266,5 420,0
4 210,0 473,4
5 203,5 242,1
6 186,3 487,0
7 213,2 460,6
8 304,7 261,4
9 235,7 269,3
10 140,7 298,5
11 222,6 392,0
12 155,5 274,2
13 138,3 247,0
14 150,4 245,6
15 162,8 231,0
16 180,0 236,9
17 218,4 207,0
18 218,3 237,9
19 173,4 327,6
20 171,9 244,0
21 *k 211,9
22 *k 204,2
23 ) 285,0
24 *ox 223,4
25 3 226,6
26 *k 222,7
27 *k 239,8
28 e 241,0
29 *ox 270,6
30 ) 279,4
Ort 195,4 286,6
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Taze oOrnekten yapilan EMA baglanma testine ait istatistiki bulgular Sekil 4.4. ve
Tablo.4.7.'de verilmistir.

100 |- ‘J
: Duryarkibk: 20,0
BD = Sﬂﬂllk E3,0
Kesme Deferi>2232 64
B0 |-

Secicilik

o e e e e ey
20 40 €0 a0 100
A00-Dunarhihk

Sekil 4.4. Taze Ornekten yapilan EMA Baglanma Testine Ait ROC Grafigi

Tablo 4.7. Taze Ornekten Yapilan EMA Baglanma Testine Ait Istatistiki Bulgular

EMA >222,64 0,897 <0,0001 90,0 85,0
(Taze) [0,778-0,965] [73,5-97,9] | [62,1-96,8]

EMA (Taze) parametresinin HS olan ve olmayanlar iizerindeki ayirma giiciine ROC
analizi ile bakildi. Parametrenin siniflamadaki basarisi istatistiki a¢idan anlamli bulundu
(p=<0,0001). Egri altinda kalan alan AUC=0,897 [0,778-0,965]. Kesim degeri olarak >222,64

anlamli bulundu. Bu modele gore EMA parametresinin degeri 222,64 ve altindaki bireyler HS
olarak siniflanmistir.
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4.1.5. inkiibe Edilmis Ornekten Yapilan Eozin-5-Maleimid Baglanma Testine Ait Bulgular

Inkiibe edilmis 6rnekten yapilan EMA baglanma testine ait sonuglar Tablo.4.8.de

verilmistir.

Tablo 4.8. inkiibe Edilmis Ornekten Yapilan EMA Baglanma Testine Ait Sonuclar

Hasta Kontrol
NO (MF1) (MFI)
1 170,0 227,0
2 193,5 432,7
3 180,8 427,3
4 169,9 376,4
5 300,2 206,6
6 148,6 289,5
7 175,6 277,1
8 266,1 262,8
9 231,4 284,2
10 186,3 244,6
11 155,5 254,2
12 172,5 237,8
13 206,5 195,2
14 256,9 181,9
15 167,9 232,5
16 130,8 242,8
17 148,6 256,5
18 159,2 287,1
19 138,8 277,2
20 190,6 178,1
21 2 275,2
22 2 268,8
23 ** 221,3
24 *k 209,3
25 *E 221,8
26 *E 216,7
27 *k 206,2
28 ** 215,1
29 ** 235,8
30 *x 255,1
Ort 187,5 256,6
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Inkiibe edilmis 6rnekten yapilan EMA baglanma testine ait istatistiki bulgular Sekil 4.5.

ve Tablo.4.9.’da verilmistir.

100 ] :
3 Dwryarhhk: 83,3 ‘;’
- Seqicilik: 75,0 L
80 = Kesme Deferi>153 48
60 |- o
S [ .
E L
W = z‘f
40 - 7
20 -
D ke ke A I i i A ! A L L I L e e l ok A A !.
0 20 an R0 80 100
100-Duyarhlik

Sekil 4.5. inkiibe Edilmis Ornekten yapilan EMA Baglanma Testine Ait ROC Grafigi

Tablo 4.9. inkiibe Edilmis Ornekten Yapilan EMA Baglanma Testine Ait istatistiki Bulgular

EMA >193,48 0,853 <0,0001 93,33 75,0
(inkiibasyonlu) [0,725-0,937] [77,9-99,2] | [50,9 - 91,3]

EMA (inkiibasyonlu) parametresinin HS olan ve olmayanlar iizerindeki ayirma giiciine
ROC analizi ile bakildi. Parametrenin siniflamadaki basarisi istatistiki acidan anlamli bulundu.
(p=<0,0001). Egri alunda kalan alan AUC=0,853 [0,725-0,937]. Kesim degeri olarak >193,48
anlamli bulundu. Bu modele gore EMA parametresinin degeri 193,48 ve altindaki bireyler HS

olarak siiflanmistir.
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4.1.6. Taze Ornekten Yapilan Flow Sitometrik Ozmotik Frajilite Testine Ait Bulgular
Taze 6rnekten yapilan FC-OF testine ait sonuclar Tablo.4.10.’da verilmistir.

Tablo 4.10. Taze Ornekten Yapilan FC-OF Testine Ait Sonuglar

NO H(a;;a Ko(lz/:)rol
1 23,00 99,76
2 55,95 97,55
3 29,12 93,98
4 23,11 85,22
5 17,37 93,28
6 30,72 91,16
7 23,33 92,19
8 26,01 98,52
9 47,52 96,05
10 22,10 87,63
11 37,33 91,23
12 33,59 91,92
13 67,29 89,69
14 19,00 91,60
15 16,46 90,08
16 18,52 92,55
17 53,22 97,42
18 8,54 93,65
19 2,32 94,71

20 32,70 88,34

21 *E 94,19

22 *E 91,40

23 *E 91,5
24 *E 99,39
25 *E 84,99
26 *E 85,01
27 *E 80,40
28 *E 98,14
29 *E 87,82

30 *E 97,05

Ort 29,36 92,21
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Taze ornekten yapilan FC-OF testine ait istatistiki bulgular Sekil 4.6. ve Tablo.4.11."de
verilmistir.

100
Duryarhhik: 100,0 L
Seqicilik: 100,00 S
Kesme Deferi=57,28 L

80 |- e

60 4 .

E | #

404 .

20

n . L ' L l 1 L ' I ' L 'l I ' 1 L l L 'l L I.

0 20 40 60 80 100
100-Duyarhhik

Sekil 4.6. Taze Ornekten yapilan FC-OF Testine Ait ROC Grafigi

Tablo 4.11. Taze Ornekten Yapilan FC-OF Testine Ait Istatistiki Bulgular

FC-OF >67,29 1,000 <0,0001 100,0 100,0
(Taze) [0,929-1,000] [88,4- 100,0] | [83,2 - 100,0]

Flow sitometrik ozmotik frajilite (Taze) parametresinin HS olan ve olmayanlar
tizerindeki ayirma giiciine ROC analizi ile bakildi. Parametrenin siniflamadaki basarisi istatistiki
acidan anlaml bulundu. (p=<0,0001). Egri altinda kalan alan AUC=1,00 [0,929-1,000]. Kesim

degeri olarak >67,29 anlaml bulundu. Bu modele gére FC-OF parametresinin degeri 67,29'un

altindaki bireyler HS olarak siniflanmistir.
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4.1.7. inkiibe Edilmis Ornekten Yapilan Flow Sitometrik Ozmotik Frajilite Testine Ait

Bulgular
Inkiibe edilmis érnekten yapilan FC-OF testine ait sonuglar Tablo.4.12.'de verilmistir.

Tablo 4.12. inkiibe Edilmis Ornekten Yapilan FC-OF Testine Ait Sonuglar

Hasta Kontrol
NO (%) (%)
1 2,17 8,37
2 5,16 16,24
3 3,24 23,01
4 5,35 35,72
5 1,26 8,05
6 3,05 38,38
7 1,38 30,46
8 2,73 15,20
9 2,27 43,79
10 2,48 19,00
11 6,81 15,27
12 0,62 12,62
13 18,75 18,26
14 6,70 12,41
15 1,92 17,53
16 2,37 28,03
17 3,23 5,48
18 5,23 12,10
19 1,58 33,41
20 7,95 6,82
21 *x 32,54
22 *x 9,99
23 *x 23,17
24 *k 22,10
25 *k 4,02
26 *k 5,21
27 xx 57,2
28 xx 8,00
29 *x 5,96
30 = 3,33
ort 4,20 19,10
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Inkiibe edilmis érnekten yapilan FC-OF testine ait istatistiki bulgular Sekil 4.7. ve
Tablo.4.13."de verilmistir.

100 |- >

80 - e
i fesme Deferi: »7,85 ¢ 4

60 |

40

20 - T

U_J. e e
0 20 40 B0 a0 100
100-Duyarhlik

Sekil 4.7. Inkiibe Edilmis Ornekten yapilan FC-OF Testine Ait ROC Grafigi

Tablo 4.13. inkiibe Edilmis Ornekten Yapilan FC-OF Testine Ait Istatistiki Bulgular

FC-OF >7,95 0,930 <0,0001 80 95
(inkiibasyonlu) [0,821-0,983] [61,4-92,3] | [75,1-99,9]

Flow sitometrik ozmotik frajilite (Inkiibasyonlu) parametresinin HS olan ve olmayanlar
lizerindeki ayirma giiciine ROC analizi ile bakildi. Parametrenin siniflamadaki basarisi istatistiki
acidan anlamli bulundu. (p=<0,0001). Egri altinda kalan alan AUC=0,930 [0,821-0,983]. Kesim
degeri olarak >7,95 anlamli bulundu. Bu modele gore FC-OF parametresinin degeri 7,95'in

altindaki bireyler HS olarak siniflanmistir.
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4.1.8. Taze ve inkiibasyonlu Ornekle Yapilan Klasik Ozmotik Frajilite, Eozin-5-Maleimid

Baglanma ve Flow Sitometrik Ozmotik Frajilite Testlerinin Kiyaslanmasi

Taze ve Inkiibe edilmis érnekler ile yapilan K-OF, EMA ve FC-OF testlerinin HS olan ve
olmayanlar lizerindeki ayirma giicli birbirleri ile kiyaslanmis olup parametrelere ait AUC ve p

degerleri toplu olarak Sekil 4.8. ve Tablo 4.14.’de verilmistir.

100 —
I i
o
1] S
o/
-
- i.lr
GO
= | L.l'
= .
B -/
- :
€ o
® ol
| _I_
L — |EMA (Taze)
2041 — |EMA iInkilkasyanly)
| —— |FC-OF (Taze)
— - |FC-OF {Inkibasy.onlu)
I —-- |K-OF (Taze)
n_ — |K-OF (Inkibasyanlu)
- . 1 v 1T 1
0 20 40 60 80 100
100-Specificity

Sekil 4.8. Tiim Parametrelere Ait ROC Grafigi

Tablo 4.14. Tim Parametrelerin AUC (Area under the ROC curve) Degerleri

(I;:Z)EF) 0,935 [0,828-0,985]
(inkﬁlé;(s);‘onlu) 1,000 [0,929-1,000]
(EQ“Z‘;) 0,897 [0,778-0,965]
(1nku52/f§onlu) 0,853 [0,725-0,937]
?’lFaSeF) 1,000 [0,929-1,000]
(inkifk?:;soyl;(‘)nlu) 0,930 [0,821-0,983]
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Her bir parametrenin birbirlerine olan tstiinliikleri irdelenmis olup, parametrelerin

AUC farklari ve p degerleri Tablo 4.15.’de verilmistir.

Tablo 4.15. Tiim Parametrelerin Birbirleri ile Karsilastirilmasindan Elde Edilen AUC Farklar ve

p Degerleri

(l;;gz) (inkii}g;l(s);‘onlu) 0,0650 0,0642
(l;:;g) ﬁiﬁ) 0,0383 0,5517
(I;:Zz) (inkﬁgg/ls?lonlu) 0,0817 0,2990
(Taze) e 0,0650 0,0642
(I'I(‘:"gg) (1nkifl§:e;s(,)yl:)nlu) 008508 0,9224
(inkiillz;\(s);jonlu) (Eg/lzé) 0,103 0,0397
(inkiill;\(s);jonlu) (inkﬁgi?lonlu) 0,147 0,0211
(inkiill;l(s);onlu) F’l(“:a-gel; 0,000 1,0000
(inkijlg:z;ljonlu) (inkifk?e;gyl:)nlu) 0,0700 0,0576
(E?Z‘z) (inkﬁgiéonlu) 0,0433 0,5309
(Taze) oy 0,103 0,0397
(E?Z‘z) (inkiflfz;SyFonlu) 0,0333 0,6120
(1nkﬁ52/ls?0nlu) F’I(‘:a_gel; 0,147 0,0211
(inkii]ls)l:[s?onlu) (inkiflg:z;SyFonlu) 0,0767 0,2896
E:T(‘:E;Sel; (1nk§k§:e;gyl:)nlu) 0,0700 0,0576

* p: gruplar arasi anlamlilik derecesi ( p < 0,05 olmali)
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4.2. Tartisma

Herediter Sferositoz, eritrosit membran proteinlerinin kalitsal hasar1 nedeniyle,
eritrositlerin normal yasam siiresinden 6nce hemoliz olmasi sonucu meydana gelen bir
hemolitik anemi tiiriidir. Bati toplumlarinda kronik hemolizin en sik goriilen nedenidir ve
prevalansi 1:5000’dir. Tiirkiye’de de sik goriilmekle birlikte kesin siklig1 ve protein bozukluk
tipleri hakkinda veriler heniiz yeterli degildir. Hastalarin yaklasik % 75’inde otozomal baskin
gecis, yaklasik % 25’inde otozomal resesif gecis ya da denovo mutasyonlar s6z konusudur [1-7].

Klinik siddet degiskendir. Baz1 hastalarda herhangi bir klinik bulguya rastlanmazken
bazi hastalarda ise hayati tehlike s6zkonusudur. Hastaligin siddeti hafif, orta ve agir olarak
siniflandirilmaktadir [1-7,9].

Hastaligin tanisi; aile oykiisii, klinik bulgular, periferik yaymada sferosit varhigi ve
laboratuvar verilerine dayanilarak konulur [6,7,33].

Periferik yaymada, kiire seklini (sferosit) alan eritrositlerin tespiti hastalig1 diistiindtirir
Fakat hafif HS vakalarinda periferik yaymada sferositlerin tespit edilmesi giictiir hatta
hastalarin % 20-25’'inde yayma normal de olabilmektedir. Ayrica immiin hemolitik anemi
vakalarinda da sferositler goriiliir [3,7,10]. Bu nedenle ayirici tanida ekstra testlere gereksinim
duyulur.

Rutinde bakilan en o6nemli laboratuvar testi OF testidir. OF testi eritrositlerin
dayanikliligini 6lgen ve HS tanisinda kullanilan en eski yontemlerden biridir. Testin duyarliligi
ile ilgili farkh goriisler olsada genel olarak testin duyarlhiliginin diisiik oldugu ve inkiibe edilmis
ornek ile yapilan OF testinin taze Ornege gore daha duyarli oldugu rapor edilmistir
[35,37,88,89].

Geleneksel olarak kullanilan OF testinin yerine ge¢cmek tlizere farkli yontemlerle calisan
birgok test gelistirilmistir. Bu yontemlerden birisi de flow sitometri yontemidir. Flow sitometri
kullanilarak yapilan testler ise EMA baglanma ve FC-OF testleridir.

Herediter Sferositozun tanimlanmasina ydnelik son klavuzlar EMA baglanma testinin bir
tarama testi olarak kullanilmasini tavsiye etmektedir. Testin temeli floresan bir boya olan
EMA'nin eritrosit membraninda yer alan proteinlere baglanmasina dayanir. EMA baglanma
testinin HS taramasinda etkili bir yontem oldugu rapor edilmistir [47,48,73].

Won ve Suh flow sitometri yontemi kullanilarak eritrositlerin dayanikliliginin
olciilebilecegini rapor etmislerdir. Onerdikleri yéntem (FC-OF); deiyonize su ile hemoliz olmasi
indiiklenen eritrosit siispansiyonundaki hemoliz edilemeyen eritrositlerin (artik eritrosit),
belirli bir zaman dilimi igerisinde, sayilmasi esasina dayanir. Won ve Suh o6nerdikleri testin HS

hastalarini ayirt etme giicliniin yiiksek oldugunu tespit etmislerdir [8,82,84].
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Bu ¢alismada HS’nin taramasinda kullanilan geleneksel OF testi ile akan hiicre 6lcer ile
yapilan OF ve EMA baglanma testlerinin HS'yi tespit etme giicii taze ve inkiibasyonlu 6rnekler
kullanilarak arastirilmis, bu testlere ait esik degerleri (cut-off) belirlenmis ve parametrelerin
siniflamadaki basarilari birbirleri ile kiyaslanmistir. Calismamizda;

Taze ornek ile yapilan K-OFa ait cut-off degeri (<0,5), sensitivitesi (% 96,67) ve
spesifitesi (% 80,0) bulundu. Inkiibasyonlu érnek ile yapilan K-OF’a ait cut-off degeri (<0,7),
spesifitesi (% 100) ve sensitivitesi (% 100) olarak bulundu. Taze ve inkiibasyonlu 6rnek ile
yapilan K-OF arasinda istatistiksel anlamda bir farklilik gériilmedi (p=0,0642).

Taze ornek ile yapilan EMA baglanma testine ait cut-off degeri (2222,64), spesifitesi (%
85) ve sensitivitesi (% 90) olarak bulundu. inkiibasyonlu érnek ile yapilan ¢alismada esik cut-
off degeri (2193,48), spesifite (% 75) ve sensitivite ise (% 93) olarak bulundu. inkiibasyonlu
ornek ile yapilan EMA baglanma testi ile taze 6rnekten yapilan EMA baglanma testi arasinda
istatistiksel anlamda bir fark gérilmedi (p=0,5309).

Taze oOrnek ile yapilan FC-OF testine ait cut-off degeri (>67,29), spesifitesi ve
sensitivitesi (% 100) olarak bulundu. Inkiibasyonlu érnek ile yapilan ¢alismada ise cut-off
degeri (>7,95), spesifite (% 95) ve sensitivite ise (% 80) olarak bulundu. inkiibasyonlu érnek
ile yapilan FC-OF testi ile taze 6rnekten yapilan FC-OF testi arasinda istatistiksel anlamda bir
fark goriilmedi (p=0,0576).

Parametrelerin siniflamadaki basarilarini birbirleri ile kiyasladigimizda, Tablo 4.9’da da
kirmizi ile isaretlendigi iizere K-OF (inkiibasyonlu)-EMA (Taze), K-OF (inkiibasyonlu)-EMA
(Inkiibasyonlu), EMA (Taze)-FC-OF (Taze) ve EMA (Inkiibasyonlu)-FC-OF (Taze) parametreleri
arasindaki farkin istatistiki acidan anlamli oldugu, diger parametreler agisindan istatistiki
acidan bir fark olmadig gorildii.

Bianchi ve ark. [88], yaptiklar1 bir ¢alismada, EMA baglanma testi ile taze ve
inkiibasyonlu o6rnek ile yapilan K-OF testini karsilastirmislar ve EMA baglanma testinin daha
ylksek spesifiteye sahip oldugunu bildirmislerdir. EMA baglanma testinin spesifitesinin % 98,
sensitivitesinin % 93, taze 6rnek ile yapilan K-OF testinin spesifitesinin % 68, inkiibe edilen
ornek ile yapilan K-OF testinin spesifitesinin ise % 81 oldugunu rapor etmislerdir.

Bizim yaptigimiz ¢alismada ise taze drnek ile yapilan EMA baglanma testinin spesifitesi
(% 85) ile K-OF testinin spesifitesinden (% 80) biraz daha ytliksek ¢ikmis olsada istatistiksel
olarak birbirinden farkl degildi (p=0,5517). Bizim c¢alismamizda EMA baglanma testinin
spesifitesinin biraz daha diisiik ¢ikmasinin nedeni, fakli cihazlarla g¢alisilmasi ve raporlama
seklinin farkli olmasi olarak diisiiniildii. Bianchi ve ark., calismalarinda FACSCanto II (Becton
Dickinson, San Jose, CA, USA) cihazini kullanmislar ve EMA baglanmasindaki azalisin yiizdesini

rapor etmislerdir.

62



Cemil Giiliim, Yiiksek Lisans Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisti, Mersin Universitesi, 2019

Stoya ve ark. [90], tarafindan yapilan calismada EMA baglanma testinin HS yi ayirt edip
etmedigi arastirilmis ve en uygun kesme degeri MFI < 400 belirlenmistir. Testin sensitivitesi %
96,6, spesifitesi ise % 99,1 olarak tespit edilmistir. MFI degerinin bizim ¢alismamizdan ve
Bianchi ve ark., ¢calismasindan farkli olusu farkl bir cihaz kullanilmis olmasiyla agiklanabilir.

Calismamizda Bianchi ve ark. yaptigi ¢alismada oldugu gibi inkiibasyonlu 6rnek ile
yapilan K-OF testinin spesifitesi (% 100) taze ornek ile yapilan K-OF testinin spesifitesinden (%
80) yliksek c¢ikti ancak bizim calismamizda bu parametreler istatistiksel olarak birbirinden
farkl degildi (p=0,0642). Literatiirde de inkiibasyonlu K-OF testinin taze K-OF testine gore daha
duyarl oldugu rapor edilmektedir. Ancak bizim ¢alismamizdaki inkiibasyonlu K-OF testinin
yliksek ayirim giicii (AUC=1,000) dikkat ¢ekiciydi. Nispeten subjektif bir degerlendirme olsada
hasta ve kontrol grubuna ait taze ve inkiibasyonlu K-OF sonug¢larnn (% NaCl-% Hemoliz)
grafiginde toplu olarak gosterildiginde dahi inkiibasyonlu testin daha iyi sonuclar verdigi

gozlenmistir (Sekil 4.9.).
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Sekil 4.9. Hasta ve Kontrol Gruplarina Ait Hemoliz (%) - NaCl (%) Grafikleri
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Kedar ve ark. [48], tarafindan yapilan calismada, EMA baglanma testinin eritrosit
mebran bozuklugu olan hastalardaki performansini arastirmislar ve HS hastalarindaki MCF
degerinin 202 *27 oldugunu, bu MCF azalisinin da istatistiki acidan anlamh (p<0,001)
oldugunu rapor etmislerdir. Bu bulgular bizim ¢alismamiz ile o6rtiismektedir ki ¢alismamizda
EMA baglanma testinin cut-off degerinin >222,64 oldugunu ve bu degerin istatistiki acidan
anlamli oldugunu (p<0,0001) tespit ettik. Her iki ¢calismada da ayni cihazin kullanilmis olmasi ve
raporlama seklinin ayni olmasi, benzer bulgularin elde edilmesini sagladigini diisiinliyoruz.

Park ve ark. [82], hem EMA baglanma testi (AUC=0,996) hem de FC-OF testinin
(AUC=0,992) HS olan ve olmayanlar1 tatmin edici sekilde ayirt ettiklerini tespit etmislerdir.
Bizim calismamizda da hem EMA baglanma testi (AUC=0,897) hem de FC-OF testi (AUC=1,000)
HS olan ve olmayanlar1 tatmin edici sekilde ayirt ediyordu, ancak bizim ¢alismamizda EMA
(Taze)-FC-OF (Taze) parametreleri arasindaki fark istatistiki ag¢idan anlamli bulundu
(p=0,0397).

Bennaoum ve ark. [91], tarafindan yapilan ¢alismada Bekman Epics XL cihazi
kullanilarak FC-OF testinin HS taramasinda kullanilip kullanilamayacagi arastirilmis ve testin
sensitivitesinin % 100, spesifitesinin ise % 96 oldugu rapor edilmistir.

Shim ve Won, yaptiklar1 arastirmada [86], HS hastalarina ait FC-OF ve K-OF test
sonuglarini1 geriye dontiik olarak taradilar. Arastirmacilar FC-OF testinin cut-off degerinin %
61,9, sensitivitenin % 91,3, spesifitenin ise % 87,5 oldugunu tespit ettiler. Taze 6rnek ile yapilan
K-OF testininin sensitivitesinin % 73,6, spesifitesinin % 86,7 oldugunu, inkiibe edilmis 6rnek ile
yapilan K-OF testininin sensitivitesinin % 72,3, spesifitesinin ise % 81,8 oldugunu, inkiibe edilen
kanin kullanilmasinin, K-OF testinin tanisal duyarliligini gelistirmedigini rapor ettiler. Bizim
arastirmamizda tespit ettigimiz cut-off degeri (% 67,29) ile Shim ve Won’un tespit ettigi cut-off
degeri benzerlik gostermektedir. Yine ayni sekilde bizim ¢alismamizda da istatistiksel agidan,
inkiibe edilen kanin kullanilmasinin, K-OF testinin tanisal duyarhligin1 gelistirmedigini tespit
ettik.

Literatlir taramalarimizda EMA baglanma ve FC-OF testlerinin inkiibasyonlu
calisildigina rastlamadik. Ancak FC-OF testini ortaya atan Won ve Suh'un [84] test
performansina yonelik denemelerinde, 6rnegi anlik ve farkli sicakliklarda (4-25-37 9C) 24 saat
beklettikten sonra ¢alismislar ve artik eritrosit yiizdesini sirasiyla % 66.1 + 9.8 (N=14), % 61.+
12.0 (N=8), % 31.3% * 4.4 (N=5) ve% 6.2 + 1.7 (N=7) olarak bulmuslardir. 4, 25 ve 37 0C'de
depolanan numuneler arasindaki farkin anlamli oldugunu, anhik ve 49C'de depolanmis
numuneler arasindaki farkin anlamh olmadigini rapor etmislerdir. Bizim c¢alismamizda da
istatistiksel agidan, inkiibe edilen kanin kullanilmasinin, EMA baglanma ve FC-OF testinin

tanisal duyarliligini gelistirmedigini tespit ettik.
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5. SONUCLAR ve ONERILER

Bu bulgular dogrultusunda;

Tiim parametreler dikkate alindiginda, inkiibasyonlu 6rnek ile ¢alismanin istatistiksel
anlamda fark yaratmadig1 anlasilmaktadir. Dolayisiyla zaman ve emek acisindan inkiibasyonlu
calisma yapilmasina gerek olmadigr goriilmektedir. Ancak literatliire ve deneyimlerimize
bakarak K-OF testinin inkiibasyonlu 6rnek ile yapilmasini 6neriyoruz.

Akan hiicre 6lcer olmayan merkezlerde, inkiibasyonlu K-OF testi HS tanisi agisindan
etkin bir belirteg olarak kullanilabilir. Ancak akan hiicre dlgere sahip merkezlerde K-OF yerine
yliksek sensitivite ve spesifite degerlerinin yaninda olduk¢a ucuz ve ¢ok kisa zamanda sonug
vermesi nedeniyle FC-OF testinin kullanilmasi gerektigini diisiiniiyoruz.

Bizim arastirmamizda, EMA baglanma testinin spesifite ve sensitivite degerleri
literatiire gore daha diisiik bulundu. Buna ragmen hastalig1 ayirt etme giicii istatistiksel olarak
anlamli idi. Diger parametrelerle kiyasladigimizda taze 6rnek ile yapilan EMA baglanma testinin
K-OF testi (taze) ile arasinda istatistiksel anlamda fark goézlenmezken FC-OF testi (taze) ile
istatistiksel anlamda farkli oldugu goriildii. Dolayisiyla akan hiicre 6lcere sahip merkezlerin,
ozellikle de test sayisi az olan merkezlerin, EMA boyasinin saklama kosullarina bagh olarak
floresan verme giiciiniin azalmasi yaninda zaman, emek ve maliyet faktorlerini de dikkate
alarak EMA yerine FC-OF testini tercih etmesinin daha dogru bir yaklasim olacagi
distiniilmektedir.

Eozin-5-Maleimid baglanma testinin rapor verme metodunun merkezden merkeze
farklilik géstermesi ve EMA boyasinin floresan verme giiciinlin saklama kosullarina bagh olarak
azalmasi sorunu bu testin zayif noktalaridir. EMA baglanma testi ¢calisilirken hasta numunesiyle
birlikte en az 2-3 kontrol numunesinin de calisilmasit ve sonuglarin kontrole gore MFI
degerindeki yiizde azalis seklinde verilmesi bu iki soruna ¢6ziim olabilir.

Hem EMA baglanma testi hem de FC-OF testlerinin her ikisi icin de ¢alismay1 yapacak
merkezde akan hiicre dlgerin olup olmamasi elbette olduk¢a 6nemli bir sorun. Ancak akan hiicre
Olcerlerin kullanim alanlarinin gittikge yayginlasmasi, bu alandaki teknolojilerin hizla ilerlemesi
ve Uretici firmalarin ¢ogalmasi bize cihazin daha yaygin kullanilacagini dolayisiyla bu testlerin
kisa zamanda kilavuzlarda tarama testi olarak 6nerilecegini diistindiirmektedir.

Ayrica Warang ve ark. [85], dnerdigi akan hiicre 6lcerlerle ayni ¢calisma prensibine sahip
olan ve hemen hemen her merkezde yer alan kan sayim cihazlarina yapilacak ¢ok basit
miidahalelerle kan sayim cihazlarinda FC-OF testinin c¢alisilabilecegi diisiincesini destekliyoruz.

Bunun yaninda hem EMA baglanma hem de FC-OF testlerinin farkli hemolitik anemi
tiplerindeki performanslarinin ve referans araliklarinin belirlenmesine yonelik olarak daha

fazla denek sayilarini kapsayan ileri arastirmalarin yapilmasina ihtiyag¢ vardir.
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