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OZET

Vazookluziv Kriz ile Basvuran Orak Hiicre Anemili Hastalarda MikroRNA

Diizeylerinin Krizle iligskisinin Degerlendirilmesi

Giris: Orak hiicre anemisi (OHA), hemoglobin S (HbS) hemoglobinin homozigot
oldugu durumda anemi, sik krizler, ¢esitli organ hasarlari ile sonuglanan bir hastaliktir.
MikroRNAIlar, genom {izerinde proteine translasyonu ger¢eklesmeyen hedef geni
baskilayarak hiicrenin geligim, farklilagsma ve 6liimii gibi farkli olaylarda diizenleyici rol
oynayan 19-25 niikleotid uzunlugunda RNA’lardir.

Amag: Bu calismada orak hiicre anemili hastalarda agrili kriz ve kriz dist
donemdeki mikroRNA diizeylerinin krizle iliskisinin degerlendirilmesi amaclanda.

Gereg¢ ve yontemler: Bu calismada Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk
Hematoloji Bilim Dali’nda izlenen 17 orak hiicre anemili hastadan kriz déneminde ve
ayni hastalardan kriz disi donemde kan 6rnekleri alindi. Kontrol grubu olarak anemisi
ve sistemik bir hastalig1 olmayan ayni yas grubundan 16 saglikli ¢ocuktan kan 6rnekleri
alindi. Hasta ve kontrol grubundan tam kan sayimi, hemoglobin elektroforezi (alkali ve
asit pH’da) ve biyokimya parametreleri ¢alisildi. Hastalardan hsa-miR-144 ve hsa-miR-
451 gergek zamanli PCR ile tetkik edildi. Elde edilen veriler istatistiksel olarak
karsilastirildi.

Bulgular: Orak hiicre anemili hastalarda kontrol grubuna gére hemoglobin ve
hematokrit degerleri diisiik idi (p<0,001). Orak hiicre anemili hastalarda kriz doneminde
bakilan HbS ortalamasi kriz dis1 donemde bakilan HbS ortalamasina gore yliksek
saptand1 ancak istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0,05). Hastalarda kriz doneminde
bakilan miRNA 451 diizeyi kriz dist doneme gore anlamli olarak yiiksek bulundu
(p<0,05). Hastalarin miRNA 144 diizeyi kriz doneminde kriz dist donemine goére
anlamli olarak yiiksek bulundu (p<0,05). Hastalarin kriz sikligi ile kriz dig1 donemde
bakilan miRNA 451 ve miRNA 144 diizeyleri arasinda anlaml bir iligki saptanamadi
(p>0,05).

Sonu¢: Calisma sonucunda MiRNA 144 ve miRNA 451 diizeyleri orak hiicre
anemili hastalarin agrili kriz donemlerinde yiiksek saptandi. Orak hiicre anemisinde
mMIRNA diizeylerinin krizle iligkisinin net bir bi¢imde belirlenebilmesi igin daha genis
calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Anahtar Kelimeler: ¢ocuk, mikroRNA, orak hiicre anemisi
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ABSTRACT

Evaluation of MicroRNA Expression during Painful Crisis and Steady State
in Sickle Cell Anemia

Introduction: Sickle cell anemia is a disease which is with homozygous HbS,
resulting anemia, frequent crises and various organ damages. MicroRNAs (miRs) are a
group of non-coding RNAs of ~19-25 nucleotides in length, which post-tran-
scriptionally regulate the expression of their target genes as well as proliferation,
differentiation and apoptosis.

Aim: In this study, we aimed to investigate the evaluation of microRNA
expression during painful crisis and steady state in sickle cell anemia patients.

Materials and method: Seventeen patients, who are followed by Cukurova
University Department of Pediatric Hematology were included in this study. Blood
samples were collected in all of these patients during painful crisis and steady state.
Control group was formed with sixteen healthy children age matched without any
systemic disease. Complete blood count, hemoglobin electrophoresis (both in alkali and
acid pH) and biochemical parameters were studied in both groups. Also patients’
microRNA 451 and microRNA 144 expressing levels were studied by real time PCR
and whole data was statistically analyzed.

Findings: Hemoglobin and hematocrit levels were significantly lower in sickle
cell anemia patients than control group (p<0,001). The levels of HbS were high during
crisis period compared to mean HbS levels during steady state but this was not
statistically significant (p>0,05). The microRNA 451 levels were significantly high in
sickle cell anemia patients with painful crisis comparing with control group (p<0,05).
The microRNA 144 levels were significantly high in patients with painful crisis
comparing with steady state (p<0,05). There was not any significant relation with
frequency of crisis microRNA 451 and microRNA 144 levels (p>0,05).

Result: As a result we found high levels of microRNA 451 and microRNA 144 in
sickle cell anemia patients during painful crisis period. We need further detailed studies
in order to understand the effect of microRNA on prognosis in sickle cell anemia.

Keywords: children, microRNA, sickle cell anemia
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1.GIRIS VE AMAC

Hemoglobinopatiler diinyada ve iilkemizde en sik karsilasilan tek gen
bozukluklaridir. Hemoglobinopatiler iginde en sik goriilenler ise orak hiicre sendromlar1
ve talasemilerdir'®®. Orak hiicre anemisinde (OHA), deoksijene hemoglobine bagli
eritrositlerin orak seklini almasindan dolay1r hemoglobin S (HbS) olarak adlandirilan
hemoglobinin homozigot oldugu durumda anemi, sik krizler, organ hasarlari ile yasam
stiresinin etkilendigi bir hastaliktir®.

MikroRNA, genom {izerinde protein kodlayan intron veya ekzon bdlgeleri ve
protein kodlamayan boélgelerdeki RNA genlerinden transkripsiyonu saglanan fakat
proteine translasyonu gerceklesmeyen 19-25 niikleotid uzunlugunda RNA’lardir.
Protein translasyonunun inhibisyonuna ve/veya mRNA yikimina yol acar. Yapilan
calismalarda hematopoezde bir ya da birden ¢ok hedef geni baskilayarak hiicrenin
gelisim, farklilasma, ¢ogalma ve 6liimii gibi farkli olaylarda diizenleyici rol oynadiklari
gosterilmistir. Birgok hastalikta anormal mikroRNA diizeylerinin saptanmasinin Klinik
biyobelirteg olarak kullanilabilecegini diistindiirdiigii rapor edilmistir.

OHA’da mikroRNA’larin, hastaligin klinik seyri 6zellikle vazookliiziv krizlerle
olan iliskisini aragtirmak ve degerlendirmek amaciyla prospektif bir ¢alisma olarak
Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Hematoloji Bilim Dali tarafinda takip
edilen ve tedavisi yapilan 17 OHA’li hasta caligmaya alindi. Bu caligmada
mikroRNAlar vazookliiziv kriz ve stabil donemde tetkik edildi. Hastalarin vazookliiziv
kriz siklig1, hidroksiiire kullanim durumu ile iliskisi degerlendirildi. Ayn1 yas grubu

saglikli 16 ¢ocuk kontrol grubu olarak alindi.



2.GENEL BILGILER

2.1. Orak Hiicre Anemisi
2.1.1. Tamim

Orak hiicre anemisi; HbS’in homozigot durumunu belirtir. HbS, beta zincirinin
NH2 ucunda 6. aminoasidi olan glutamik asidin yerine valin ge¢mesi ile olusur. HbS
oksijen basinci azaldiginda yeterli olarak ¢oziinemez, polimerize olur ve rijid eritrositler

2055 Ik olarak 1910 yilinda Dr. James Herrick tarafindan yayinlandiktan sonra

olusur
literatiire girmis kalitsal bir hastaliktir™.

Orak hiicre sendromlart HbS geninin herediter olarak gegtigi tiim hastaliklart
kapsar. HbS heterozigot durumunda/tasiyici (HbAS), homozigot durumunda/hasta
(HbSS veya orak hiicre anemisi), diger B zincir anomalisi gosteren hemoglobinlerle
(HbSD, HbSC, HbSE hastalig1), beta talasemi, fetal hemoglobin herediter persistansi

(HPFH) ve alfa talasemi ile birlikte orak hiicre sendromlari olarak anilir™®.

2.1.2. Prevalansi ve Cografi Dagilim

Orak hiicre anemisi Afrika kitasi, Ortadogu, Amerika, tlkemizin de iginde
bulundugu Akdeniz kusaginda ve Hindistan’da da olduke¢a sik gorilir'™® (Sekil 1).
OHA’nin diinyadaki dagilimimi belirleyen 6nemli etkenlerden birinin malaryaya karsi
sagladig1 direng, digerinin ise sonradan gelen gocler oldugu diisiiniilmektedir®,

Ulkemizde hemoglobinopatiler ile ilgili ilk ¢alismalar, 1950°li yillarda Prof. Dr.
Muzaffer Aksoy tarafindan Cukurova Bélgesinde yasayan Eti Tiirklerinde yapilmustir®.
Toplam OHA’li hasta sayis1 yaklasik 1200 civarinda olup HbS siklik orani %0,03 tiir.
Ancak bu oran iilkemizde OHA’nin en sik goriildiigi Cukurova Bolgesinde daha
yiiksektir. Saglik Bakanlig1 ve Ulusal Hemoglobinopati Konsey’inin son verilerine gore
tasiyict siklign Adana’da %10, Antakya’da %10.5, Mersin’de 13.6, Antaya’da %2.5,
Diyarbakir’da %0.5, Mugla’da %0.5 sikliktadir®>4"036571.72
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2.1.3 Patogenez

HbS, B zincirinin altinc1 pozisyonundaki glutamik asit yerine valinin ge¢mesi
veya glutamik asiti kodlayan GAG niikleotid dizisinde A---T (adenin ile timinin) yer
degistirmesi sonucu olusan ve elektroforetik mobilitesi farkli bir hemoglobindir”. Bu
kiiciik degisiklik molekiiler stabilite ve ¢ozlniirliikte biiyiik degisiklige yol agar. Deoksi
durumundaki HbS polimerize olur (Sekli 2). HbS’in deoksi durumunda solubilitesi
azalir, buna karsin viskozitesi artar. Eritrositteki HbS konsantrasyonu 30g/dL ye
ulastiginda yar1 solid jel olusur. Bu jel polarize 1sikta incelendiginde kiigiik, rijid, mekik
seklinde cisimler igerir. Bu likid Kkristaller taktoid olarak adlandirilir. HbS
polimerlerinin elektron mikroskobik incelemesi spiral seklinde kivrilmis; alti, sekiz
veya ondort monomolekiiler iplikgiklerden olusmus gomak seklinde yapilari igerdigini
gosterir. Bu yapinin ortasi delik veya dolu olarak goriiliir.

Polimerize HbS’de molekiiller arasi temas yonii HbS ve diger hemoglobin
varyantlart ile iliskisine gore degisir. Ornegin HbC-Harlem deoksi HbS’in
polimerizasyonunu degistirir, minimal jellesme konsantrasyonunu arttirir. Hb Memphis
ise daha yavas jel olusturur. Her ikisinde de B zincirinin 6.pozisyonundaki valin amino
asiti molekiiller aras1 temasta yer alir. Yakin molekiillerin temas noktalart arasinda hem
hidrofobik, hem de elektrostatik kuvvetleri iceren kopriiler olusur. HbS’in likid ve solid
fazlar1 arasindaki dengeyi dort degisken faktor tayin eder. Bunlar oksijen
konsantrasyonu, HbS konsantrasyonu, 1s1 ve HbS’den baska hemoglobinlerin

Varhgldlrez.
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Sekil 2. Hemoglobin A ve Hemoglobin S’in oksi-deoksi durumdaki yapisi®*

HDS eritrosit membraninda oksidatif hasara, hiicresel dehidratasyona, fosfolipid

404 Membran zedelenmesi sonucu eritrositlerde hiicre i¢i

asimetrisine neden olur
sodyum (Na*) ve kalsiyum (Ca*®) artarken, potasyum (K*) azalir''. Adenozin trifosfat
(ATP) pompast hiicre i¢i elektrolit dengesini koruyabilmek i¢in daha fazla calisir ve
sonucta hiicre ici ATP azalir. K* ve su kayb1 eritrositlerde ileri derecede dehidratasyona
yol acar. Hiicre dehidratasyonu hiicre i¢ci HbS konsantrasyonunu arttirir ve bu da
hiicrenin oraklagsmasina neden olur'®,

Orak hiicre anemisindeki klinik belirtiler artmis kan viskozitesi ile ilgilidir. Kanin
viskozitesi, membranin rijiditesi, hemoglobin polimerizasyonu ve hiicre i¢i hemoglobin
konsantrasyonunun artmasi gibi faktorlerle artar. Oraklagmis hiicreler damar endoteline
yapisarak perfiizyonun azalmasina, hipoksiye ve daha sonra oraklagsmaya yol acarak
kisir dongliye neden olur. Sonucta dalak, kemik iligi ve plasentada ¢ogul odaklar
halinde infarktiisler ve fibrozis goriilir. Bu fizyopatolojik olaylar sonucu kronik
kompansatuar hemolitik anemi, ilerleyici doku ve organ hasari, akut agrili vazookluzif
kriz gelisir.

Orak hiicre anemisinde eritrositlerin yaklasik 2/3’ii makrofajlarla dolagimdan

almir. Toplam hiicre yikiminin 1/3’i intravaskiiler olup; oraklasmanin diizelmesi



sirasinda  mikroflamanlarin  dokiilmesi veya kapillerlerdeki oraklagsmig hiicrelerin

gecisine baglanabilirez.
2.1.4. Genetik

Yapilan ilk ¢calismalarda OHA hastasinin babasinda orak hiicrelerinin
gosterilmesi hastaligin genetik bir temeli oldugunu géstermistir33. Hastalikli gen
otozomal resesif kalitilarak gelecek nesillere aktarilir. HbS mutasyonu homozigot
(HbSS) ya da heterozigot (HbAS) yapida olabilmektedir. Hasta olmayan bireyler
HbAA, HbAS durumunda heterozigot (tasiyici), HbSS durumunda homozigot hasta
olarak adlandirilir. Heterozigot yapidaki bireylerde ebeveynlerin sadece birinden f
globin zincirinin yapilmasindan sorumlu olan mutasyona ugramis geni almasi
durumunda kirmizi kan hiicrelerinde HbA ile HbS bulunmaktadir. Bu yapidaki Hb
molekiiliine sahip bireyler HbS tasiyicisi olarak adlandiriimaktadir.

Homozigot bireyler ise ebeveynlerin her ikisinden de B globin zincirinin
yapilmasindan sorumlu olan mutasyona ugramis geni alir. Bu durumda, bireyler HbA
sentez edemez ve OHA meydana gelmektedir. Her ikiside genotip olarak HbS tasiyicisi
ebeveynlerden dogacak her bir ¢ocuk i¢in hastalikli ya da normal dogma oranmi %25,
tagiyict dogma orani ise %50°dir®. Orak hiicre geni homozigot (HbSS) durumunda olan
bireylerde hastaligin klinik bulgular1 goriiliir. Orak hiicre geni heterozigot (HbAS) olan

orak hiicre tasiyicilari ise normal bir hayata sahiptirler ve genellikle bulgu vermezler.

2.1.5. Klinik

Hastaligin tipik bulgulart HbF varligi ve HbSS genotipinin fetal, erken posnatal
devrede klinik olarak belirmemesi nedeniyle ilk alti aydan sonra gériiliir. ilk ii¢ ayda
anemi, altinci aydan sonra ilk kez splenomegali farkedilebilir™.

OHA’nin klinik bulgulart ciddi hemoliz ve hemolitik aneminin yol ag¢tig1
kompansatuvar mekanizmalar sonucu birgok doku ve organi ilgilendiren yaygin
vazookliizyon ve enfarktiise bagli perfiizyon bozuklugu olugsmaktadir.

Degismez klinik bulgular hemolize bagli sarilik, erken g¢ocukluk yaslarindan
itibaren eritrosit yikimina bagli splenomegali, anemiye sekonder hepatomegali ve
kardiyak tfiirlimler, kronik eritropoez bozukluguna bagli maksiller hipertrofi, anemiye

bagl biiylime gelisme geriligi ve kisa boy g6rﬁlebilir9’21.



Vazookliiziv Kriz

Vazookliiziv ataklar OHA’nde ana klinik bulgularini olusturur. Oraklagmis
eritrositlerin kiigiik damarlar1 tikamasi, azalmis kan akimi sonucu bolgesel hipoksi ve
asidoz, iskemik harabiyete bagli gelisen akut ve agrili ataklardir®. En sik goriildiigii
organlar kemikler, akciger, karaciger, dalak, beyin ve penistir. Dalak infarkti agri
nedeni olabilir ve alt1 yasindan sonra otosplenektomi yaygindir. Serebral damarlarin

infarkt1 vazookliiziv komplikasyonlarm en ciddisi olan inmeye neden olur'*8%011¢,

Hemolitik Kriz

Hemoliz oranindaki artis hemolitik kriz olarak adlandirilir. Hemoglobin ve
hematokrit diizeylerinde diisme, bilirubin ve retikiilosit degerinde artisla aneminin
aniden siddetlenmesidir. Periferik yaymada polikromazi gorilir. OHA ile birlikte
goriilen glukoz-6-fosfat-dehidrogenaz (G6PD) enzim eksikligi de hemolitik krize neden

olabilirt*3%8,

Aplastik kriz

Aplastik krizler sirasinda lokosit ve trombosit sayist etkilenmeden hemoglobin
diisiikligii ve retikiilositopeni mevcuttur. Eritropoezisin azalmasi  genellikle
enfeksiyonlarla iligkilidir. Aplastik krizlerin en 6nemli nedeni olarak Parvovirus B19

enfeksiyonu gosterilmektedir'™

. Parvovirus B19’un geng eritrosit onciil hiicrelerinin
farklilagmasini engelledigi ve hemolitik anemiler sirasinda goriilen gecici eritroid

aplaziden sorumlu oldugu gésterilmistir™™. Bir hafta i¢inde kendiliginden diizelebilir.
Megaloblastik Kriz

Kronik hemolize sekonder OHA’li hastalarda, folat eksikligine bagli olarak
eritropoezin durmasindan kaynaklanir. Hastaliga bagli olarak alimin yetersiz olmasi,
vejetaryen beslenme tarzi, hizli biiylime ve gebelik gibi ihtiyacin arttigi durumlarda

megaloblastik kriz riski artabilir®.



Splenik Sekestrasyon Krizi

Akut splenik sekestrasyon krizi OHA hastalarinda 6nde gelen 6liim nedenlerinden

birisi olup ilk olarak 1945 te tanimlanmigtir*>®®

. Heniiz otosplenektomi gelismemis
orak hiicre anemili ¢ocuklarda ani gelisen halsizlik, solukluk, batin distansiyonu ve sok
bulgular1 ile seyreder. Hipovolemik sok ve kardiyovaskiiler yetmezlik hizla

gelisebilir™’.

Akut Gogiis Sendromu (AGS)

OHA hastalarinda ikinci en sik hastaneye yatis nedenidir. Akut baslangi¢ch ates,
Oksiiriik, takipne, gogiis agrisi ve akciger grafisinde yeni bir infiltrasyon

mevcuttur.??13 En sik iki ve dért yaslari arasinda goriiliir.

Risk faktorleri arasinda geng yas, erkek cinsiyet, HOF diizeyinin diisiik olmasi,

16kositoz, yiiksek hematokrit, dykiide en az bir kez AGS gegirmis olmak sayilabilir™>%,

Santral Sinir Sistemi ile Tlgili Olaylar

Biiyiiklerde kanamaya bagli olarak gelisirken sessiz serebral iskemi, serebral inme
gibi serebrovaskiiler olaylar daha ¢cok ¢ocukluk ¢caginda goriiliir. Bes ve on yas (median
yas yedi) arasinda sik goriiliir.

Infarktlar sonucu hemiparezi, konusma defektleri, fokal ndbetler, yiiriime
bozukluklari goriilen en sik semptomlardir®®” % Intrakraniyal kanamalarda ise bazen
boyun agris1 ile birlikte ani siddetli bas agrisi, vertigo, senkop, nistagmus, pitoz,
meningismus, fotofobi vardir’®®®. OHAde serebrovaskiiler olayin kiimiilatif riski yasla
birlikte artar*,

Transkraniyal Doppler (TCD) ultrasonografi biiyiik intrakranial damarlarda akis
hizinin 6lgiilmesi ile inme i¢in en riskli OHA c¢ocuklar tespit etmek i¢in kurulmus bir

18103136 " Cocuklarda orta serebral arter akim hizini 200 cm/sn veya

66,69

tarama yontemidir

daha yiiksek olusu inme riskinin yiiksek oldugunu belirtir



Enfeksiyonlar

Ciddi bakteriyel enfeksiyonlar esas mortalitt ve morbidite nedenidir®.
Cocuklukta en onemli Olim nedeni firsatci enfeksiyonlar, sepsis ve menenjittir.
Tekrarlayan vazookliizyonlar nedeniyle dalagin fonksiyon yetenegini kaybetmesi,
enfeksiyonlara karsi IgM ve IgG cevabinin bozulmasi, alternatif kompleman yolunun
aktivasyonundaki defektler, makrofajlarin opsonizasyon ve fagositoz yeteneklerindeki
bozukluklar nedeniyle enfeksiyonlara egilim artmigtir. Hemofilus influenza tip B,
Streptococcus pneumonia, Salmonella species, Klebsiella species, Escherichia coli gibi

mikroorganizmalarla enfeksiyonlar sik goriiliir®®.
Bilyiime ve Gelisme

Normal boy ve kiloda dogmalarina ragmen, oraklasma sendromu varlig1 biiytime
ve gelismeyi etkiler. Yetersiz beslenme, anormal endokrin fonksiyonlar1 ve 6zellikle
yiiksek enerji harcamalarindan dolayr artan kalori ihtiyaci etyolojik faktdrlerdendir.
Seksiiel maturasyon gecikir, menstruasyon normal popiilasyona gore iki-ii¢ yas geg
gén’jliirmS. Eriskin déneminde boy normal veya normale yakin iken, kilo bakimindan

93,108122

geri kalirlar . Baz1 vakalarda hormonal eksiklikler gelisebilir. Kilo bakimindan

geri kalinmasindan, kronik hemolize bagli olarak ortaya ¢ikan bazal metabolik hizdaki

artis sorumlu tutulmus ancak tam olarak kamtlanamamlstu%'lzz.

Kemik ve Eklem Hastaliklar:

Orak hiicre krizi sirasinda siklikla yaygin kemik hassasiyeti goriiliir. Genellikle
hassasiyet disinda muayene bulgusu yoktur fakat kirmizilik, 1s1 artis1 ve sislik olmasi
selliilit veya osteomiyelit gibi infeksiyonlar diisiindiiriir. Hareket kisitlamasi ile birlikte
kalgada agrinin olmasi femur basi nekrozunun bir belirtisi olabilir. Kemik nekrozu
osteomiyelit benzeri belirtilerle kendini gosterebilir ayrica vertebralarda baski
kirilmalarina neden olabilir. Vertebra grafisinde goriilen balik agz1 anomalisi orak hiicre
hastalig1 igin karakteristiktir®®. Cocukluk déneminde hastaligin en erken belirtilerinden
biri de daktilitistir (el-ayak sendromu). Bu durum, periost inflamasyonuyla iligkili
kemik iligi nekrozuna bagli olusmaktadir. El ve ayakta agrili sislikler, kizariklik ve 1s1
artigt goriliir. Kemik nekrozlar1 direkt grafilerde goriilmeyebilir, en iyi Manyetik

Rezonans Gériintiileme (MRI) ile tesbit edilir®?



Osteomiyelit ise en ciddi bulgulardan bir tanesi olup etyolojisinde genelde
salmonella gibi mikroorganizmalar rol oynar. Artralji, eklem sisligi ve efiizyon OHA’da

gorilebilen bulgulardand1r107.

Kardiyovaskiiler Sistem

Kronik anemi ve kompanzatuvar olarak artmis kardiyak debi sonucu ¢ogu hastada
anormal kardiyak bulgular mevcuttur. Fizik muayenede en yaygmn bulgular sistolik
ejeksiyon uflirlimii, suprasternal c¢entikde trill ve diastolik ifiiriimdiir. EKO’da sag ve
sol ventrikiil dilatasyonu, EKG’de uzun QT sendromu goriilebilir®. Pulmoner
hipertansiyon en Onemli kardiyak komplikasyonlardan biridir, OHA’li ¢ocuklarda
prevalanst %30 civarindadir ancak prognostik Onemi ve dogal seyri heniiz
bilinmemektedir®. Patogenezde artmis hemoliz ve NO biyoyararlaniminda azalma
sorumlu tutulmaktadir. Pulmoner arter sistolik basincinin > 25 mmHg, TRV (trikiispit
regiirjitant jet akim) >2,5 m/sn olmasi ile tanm1 koyulur. Ayrica transfiizyon iligkili

miyokardda demir birikimine bagh dilate kardiyomiyopati goriilebilir.?’
Hepatobiliyer ve Gastrointestinal Sistem

Safra kesesi taslari, hepatik kriz ve transflizyon iligkili hepatit sonucu OHA’l1
cocuklarda karaciger ve safra yollar1 anormallikleri yaygin olarak goriiliir. Safra kesesi
taglar1 kronik hemolize sekonder bilirubin donilisiimii sirasinda olusur. Hemolizin
siddetiyle dogru iliskili olarak iki yas civarinda goriilebilir™. intrahepatik kolestaz daha
nadirdir®.

Hepatomegalinin akut olarak gelismesi sekestrasyona veya portal ven trombozuna

bagli olabilir™®.

Goz bulgulan

OHA’li hastalarda retinal degisiklikler “oraklasma retinopatisi” olarak
adlandirilir™®.  Proliferatif ve proliferatif olmayan degisikler olmak iizere klinik
bulgular1 mevcuttur. Proliferatif formda retinal damar tikaniklig1 sonucu arteriyovenoz
anevrizma ve neovaskiilarizasyon goriilir. Bu durum kanama, skar olusumu, retina

114,121

dekolmani ve korliik ile sonuglanabilir . Proliferatif olmayan formda tedaviye

ithtiya¢ duyulmaz.
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Ani gorme kaybinda acil bir durum olan santral retinal arterin tikaniklig

diisiiniilmelidir®**

Bacak Ulserleri

Kronik bacak iilserleri, 10 yasindan Once nadir olmakla birlikte OHA’l1
yetiskinlerde daha yaygindir, homozigot erkekler etkilenir. Ulserler medial ve lateral
malleoller iizerinde ortaya ¢ikar. Siklikla bilateral olarak goriiliir, genellikle patojenik

bakterilerle kolonize olur ve tabanini sar1, piiriilan bir tabaka 6rter®.
Genitoiiriner Sistem

Bobrekte eritrositlerde oraklasma renal medullanin asidik, hipoksemik ve
hiperozmolar ortaminda daha fazla goriiliir. Hiposteniiri ilk goriilen belirtidir’'. Renal
papillanin tikanmalar1 sonucunda idrar konsantre edilemez. Tastyicilarda da bu durum
goriilebilir ve hematiiriye neden olur. Tibiiler disfonksiyon, atrofi, interstisyel nefrit,
papiller nekroz, piyelonefrit, nefrotik sendrom diger olasi komplikasyonlardir™.

Priapizm vazookluziv duruma bagl kan akim hizinin azalmasina bagh agrili ve
devamli penis ereksiyonudur. Mantadakis ve ark. tarafindan ortalama baslama yas1 12

yas olarak bildirilmistir®™. Korpus kavernozumdaki fibrozis impotansa yol agabilir®.
2.1.6 Tam

OHA tanis1 Hb elektroforezi, oraklasma testi ve aile ¢alismasi ile konulur. OHA
ve orak hiicre tasiyiciligi ayirimi i¢in oraklagma testi yetersiz kalir. Boyle durumlarda
yiiksek basingli s1ivi kromatografisi (HPLC) ile dogru ve hizli tan1 koymak miimkiindiir.
Hastalarda mutasyonun saptanmasi ve dogum Oncesi tami i¢in polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) yontemi kullanilir. Hasta ebeveynlerinden her ikisi de HbS tasiyicisi
ise hasta OHA olarak kabul edilir. Ancak bir ebeveyn HbS tasiyici, digeri B talasemi
tasiyici ise hasta SP talasemi olarak degerlendirilir. Tam1 genellikle ¢ocukluk caginda
konur. Ancak ozellikle ¢ift heterozigot (Hb S/B, Hb S/C...) durumunda olan hastalarin

puberte baslayana kadar bulgu vermeyecegi akilda tutulmalidir®,

Hastalarin Hb diizeyleri genellikle 5-11 g/dl arasindadir. Ortalama eritrosit

voliimii (MCV), ortalama eritrosit hemoglobin konsantrasyonu (MCHC) diizeyi normal,
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kirmizi kiire dagilim genisligi (RDW) diizeyi artmis, normokrom normositer bir anemi
vardir** 70",

Periferik yaymada oraklasmis eritrositler, hedef hiicreler, retikiilositozu gosteren
polikromazi, hiposplenizmi gosteren Howell-Jolly cisimcikleri goriilebilir (Sekil 3).

SP talasemide ise bunlara ek olarak hipokromi ve mikrositoz bulunmaktadir.
Enfeksiyon olmadan lokositoz ve sola kayma saptanabilir. Trombositoz HbSS
hastalarinda ve 18 yas altinda yaygindir. Kemik iliginde eritroid hiperplazi goriiliir.
Immiin globulin diizeyleri siklikla artmugtir’ .

Plazma ¢inko ve E vitamin diizeyleri diisiiktiir®. Serum ferritin diizeyleri hayatin
ilk yillarinda normal smirlardadir, yasla beraber yiikselme egilimindedir. Kronik
transflizyon tedavisi alan hastalarda yiiksek ferritin diizeyleri ve demir ylikiinde artig

olur ancak demir yiiklenmesi talasemideki kadar sik degildir *° .

Sekil 3. OHA’de periferal kan yayma iirnegis3



2.1.7 Tedavi
Enfeksiyonlarin tedavisi

OHA’In hastalarda ates ve enfeksiyonlar hastaneye en sik basvuru nedenleri
arasinda yer almaktadir. Atesi olan her OHA’l1 hasta enfeksiyon yoniinden ayrintili
olarak degerlendirilmeli ve enfeksiyon varligi diglanana kadar parenteral genis
spektrumlu 3. kusak sefalosporinlerle tedavi edilmelidir. Atesi olan her OHA’l1 hasta
acil olarak kabul edilmeli ve Tablo 1°de 6zetlenen bulgular1 olan hastalarin hastaneye
yatirilarak tedavisi diigiiniilmelidir. Her hastaya tanidan itibaren penisilin profilaksisi
baslanmali, Pndmokok ve H. influenza asilarinin yapilmasi onerilmelidir. Protein
konjlige pnémokok agist saglikli ¢ocuklarda oldugu gibi OHA’li hastalara 2., 4., 6. ve
12.-15. aylarda onerilmeli, bebek 24 aylik oldugunda ise tek doz 23 valanli pndmokok

asis1 yapilmalidir. Ayrica her 3-5 yilda bir bu asmnin tekrari 6nerilmelidir®?’,

Tablo 1. Atesi olan OHA’l hastalarda hastanede klinikte izleme endikasyonlari®

3 yas altinda ve atesi 38.6°C iizerinde olan tiim OHA’l1 hastalar

Atesi 40°C iizerinde olan tiim OHA’l1 hastalar

Septik goriiniim

Petesi ve purpura varligi

Hipotansiyon

Santral vendz kateter varligi

Gegirilmis streptokokus pnémoniye bagli bakteriyemi oykiisii
Asagidaki akut komplikasyonlarin varligina bagl belirtilerin olmast;
-Pulmoner komplikasyonlar

-Aplastik kriz

-Sekestrasyon krizi

-inme yada diger norolojik bozukluklar

-Priapizm

Beyaz kiire sayisinin 30x10 °L iizerinde yada 5x10 °L altinda olmast

Trombosit sayisinin 150x10 °L altinda olmas1

Daha 6nceki Hb diizeyine gore diisiikliik
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Komplikasyonlarin Tedavisi
-Agril Kriz

Oncelikle agriy1 olusturabilen faktorlerden (soguk, asidoz,
enfeksiyon,dehidratasyon, diisiikk oksijen, asir1 egzersiz, psikolojik ve fiziksel stres,
yiikksek irtifadabulunmak) kacinilmalidir ve hasta egitimi saglanmalidir. Oral
analjezikler ile kontrolaltina alinabilen ve oral sivi alimimin yeterli oldugu

komplikasyonsuz agrili krizler evdetedavi edilmelidir.

Hastanin agrilar1 parenteral tedavi gerektiriyorsa ve/veya agizdansivi alamiyorsa
ve birlikte komplikasyon mevcutsa hastaneye yatirilarak izlenmelidir. Tiim hastalara
yatak istirahati nerilmelidir®’.Agizdan yeteri kadar sivi alamayan hastalara 5-10 ml/kg,
bir saatte olacak sekildesivi yiikklemesi yapilip daha sonra giinliik idame sivisinin 1-1.5

kat1 kadar s1v1 23 saatteverilmelidir. Hipoksiyi 6nlemek icin oksijen verilmelidir®’,

Hastalarin agr siddetine gore;

1. Hafif agrida; narkotik olmayan analjezikler ve yardime1 tedaviler,

2. Orta siddette agrida; zayif narkotik veya diisiik doz kuvvetli narkotik analjezikler,

narkotik olmayan analjezikler ve yardimci tedaviler,

3. Siddetli agrida; kuvvetli narkotik analjezikler, narkotik olmayan analjezikler ve

yardimei tedaviler onerilmelidir.

Yardimc1 tedaviler; trankilizanlar, laksatifler, antihistaminikler, antiemetikler ve

psikoterapiden olugmaktadir.
- Splenik Sekestrasyon Krizi

Hastalara sok bulgular1 agisindan yakin kardiyak monitorizasyon takibi,
hematokrit takibi yapilmalidir. Siv1 tedavisi ve kan transfiizyonu ile dokulara oksijen

gidisi artirtlmalidir. Tekrarlayan vakalarda splenektomi diisiiniilebilir® .
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-Bacak Ulseri

Akut donemlerde bacak elevasyonu, yatak istirahati ve pansuman gibi lokal
uygulamalar yapilmalidir. Ulserler ¢ogu zaman enfekte olur, bu dénemde sistemik
olarak uygun antibiyotik tedavisi baslanmalidir. Uzun siire iyilesmeyen ve hizl

ilerleyen bacak iilserlerinde kan transfiizyonu ve deri grefti uygulanabilir™®,

-Retinal Bozukluklar

Yeni damar olusumu ve anevrizma, retinada hemorajilere ve korliige yol acabilir.
Nifedipin, retinal ve konjonktival perflizyonu olumlu yonde etkileyebilir. Uygun

vakalarda lazer ile fotokoagiilasyon ve kriyokoagiilasyon tedavisi uygulanir'®,

-Priapizm

Evde kisa siirekli ataklarda oral sivi alimimin artirilmasi, analjezi kullanimi, 1lik
pansuman onerilir. Dort saatten uzun siiren ataklarda ise geri doniisiimsiiz iskemik
zedelenmeye nedeniyle {iroloji konstiltasyonu, intrakavernozal aspirasyon ve alfa
agonistlerin verilmesi, devam eden vakalarda basit transfiizyon ya da kan degisimi
onerilir. Ergenlikten sonra 12-24 saatten uzun siiren priapizmi olan hastalarda sant

operasyonu diisiiniilebilir®.
-Santral Sinir Sistemi Olaylarinin Tedavisi

Hemoraji olan hastalarda ulasilabilen anevrizmalarin ligasyonu seklinde cerrahi
tedavi yap11abi1ir94.

Iskemik inme durumunda doku oksijenzasyonunu artirmak icin kan degisimi ile
HbS %30’un altina diigiiriilmelidir. inme ataklarini dnlemek amaciyla diizenli kan
transfiizyonu yapilmalidir. Hipervizkositeye neden olmamak i¢cin hemoglobin degerini
10 gr/dI’nin lizerine ¢ikarilmasindan kaginilmalidir. Transkranial doppler ultrasonografi
ile izlem yap11mahd1r128.

Konvulsiyonlar i¢in sedasyon, oksijen destegi verilebilir. Agrt igin analjezikler,

hemipleji gibi durumlarda fizik tedavi faydali olabilir.
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-Akut Gogiis Sendromu (AGS)

AGS disiiniilen OHA’1 tiim hastalar hastaneye yatirilarak izlenmelidir. Oksijen

124125 o . ..
.Pnomoni ile

satlirasyonunu %94’iin iizerinde tutacak sekilde oksijen verilmelidir
ayirict  tam1  yapilincaya kadar Streptococcus pneumoniae ve Mycoplasma
pneumoniae’y1r kapsayan genis spektrumlu ampirik antibiyotikler baslanmalidir®.
Intravendz hidrasyon uygulanmali, hidrasyonun fazla verilmesi durumunda pulmoner
0dem agisindan dikkatli olunmalidir.

Analjezikler ile hastanin agris1 azaltilmalidir. Non steroid antiinflamatuvar ilag ile
kontrol altina alinamayan agrilar narkotik analjeziklerle giderilebilir. Basit transfiizyon

ve kismi eritrosit degisimi kanin oksijen tagima kapasitesini arttirabilir®. Hidroksiiire

kullanimi hastanede yatis ve transfiizyon ihtiyacini azaltmaktadir®,

Transfiizyon Tedavileri

OHA’de kan transfiizyonu oksijen tasima kapasitesini artirmak ve dolagimdaki
HbS miktarinin azaltilmasi igin kullanilir. Bdylece gelisebilecek komplikasyonlarin
tedavisi ve dnlenmesinde kullanilir.

Transflizyon i¢in kullanilacak kan; 16kosit filtreli ve yaygin minér E, C ve Kell

37 Bu nedenle biitiin yeni tan1 almis OHA’I1 hastalarin

antijenleri i¢cin uyumlu olmalidir
eritrosit alt gruplarina bakilmalidir.

Eritrosit transfiizyonu, anormal eritrositleri diliie etmek suretiyle oraklagsmayi
azaltir ve gecici olarak hastada anormal eritrosit yapimini baskilar. Normal eritrositler
kan viskozitesini azaltir. Kronik transfiizyon tedavisi OHA’nin  ¢esitli
komplikasyonlarini onler ancak viral hepatit, hemokromatozis ve alloimmiinizasyon
gibi yasam kalitesini, siiresini etkileyen komplikasyonlara neden olabilmekte ve bu
riskler kullanimini kisitlamaktadir'®.

Transfiizyon tedavisi; basit transflizyon, kronik basit transfiizyon, kismi yada tam
kan degisimi seklinde yapilabilir.

Basit transfiizyon hastanin hemoglobini 5 g/dL’nin altina diistiigli durumlarda
veya ani hemoglobin diistislerinde yapilmalidir. Bunlar aplastik kriz, splenik ve hepatik

sekestrasyon krizleri, kanama ve kalp yetmezliginin gelistigi durumlardir®.
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Kismi eritrosit degisimi, HbS igeren eritrositleri HbA igeren eritrositlerle
degistirerek dokularin oksijenlenmesini artirmak ve oraklagmayi azaltmak amaciyla
yapilir.

Kronik kan transfiizyonu, baz1 komplikasyon durumlarinda uygulanir. Ornegin,
serebrovaskiiler olay gegiren ¢ocuklara 2-5 yil siireyle kan transfiizyonu yapilarak HbS

orani %30’un altinda tutulmaya calisilir (Tablo 2). Bu tedavi yaklasimi OHA’ya bagh

inme, vazookluzif kriz gibi komplikasyonlarin insidansinda azalma saglar.

Tablo 2. OHA’da transfiizyon endikasyonlar1®’

Basit transfiizyon Kronik basit transfiizyon Kan degisimi
Onerilen -Semptomatik anemi -Inmenin nlenmesi -Akut ndrolojik bulgu
durumlar -Akut norolojik bulgu -Tekrarlayan  akut  gogiis | -Agir  akut  gogiis
-Akut gogiis sendromu sendromu veya ¢oklu organ | sendromu
-Akut ¢oklu organ yetersizliginin 6nlenmesi -Akut coklu organ
yetmezligi -Bobrek yetersizligi ve yetersizligi
-Cerrahi 6ncesi anemisi olan ve eritropoetin | -Cerrahi 6ncesi
-Akut  splenik  veya | tedavisine cevap vermeyenler | -Hipervolemi ve
hepatik sekestrasyon -Pulmoner hipertansiyon hiperviskoziteden
-Sepsis ve menenjit veya kronik hipoksi kaginmak
-Kronik kalp yetersizligi -Demir birikimini
azaltmak
Tartisilan -Kontrast madde -Tekrarlayan ciddi agrih o
durumlar kullanimindan 6nce kriz ataklar -Akut priapizm
-Ciddi goz -Tyilesmeyen bacak iilserleri
komplikasyonlari -Tekrarlayan priapizm
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Selasyon Tedavisi

Hasta diizenli transfiizyonun birinci yilim1 doldurdugunda ve/veya on iki
transflizyon sonrasi ve stabil donemde serum ferritini 1000 ng/mL diizeyine ulastiginda

demir selatoriiniin baslanmasi onerilmektedir®”.
Hidroksiiire Tedavisi

Riboniikleozidleri deoksiriboniikleozidlere doniistiiren enzim olan
deoksiriboniikleotid rediiktazi inhibe ederek DNA sentezini inhibe eden antimetabolit
ajandir. Hiicrelerin replikasyonunun S fazinda durmasina neden olur, HbF yapimini
stimiile eder. Eritrositlerin vaskiiler endotele adezyonunu azaltir'?,

Genel yaklasim 15-25 mg/kg/giin ile tedaviye baglanmasidir. Kan sayimi takibine gore
on iki haftada bir doz Smg/kg/giin arttirtlir ve maksimum doz 35mg/kg/giindiir.
Hidroksiiire tedavisinin en yaygin yan etkisi miyelosupresyondur. Tedaviden dort-oniki

hafta sonra HbF diizeyinde %5-15 ve hemoglobin diizeyinde 1 g/dl artis beklenebilir®.
Hematopoietik Kok Hiicre Nakli (HKHN)

Johnson ve arkadaslari tarafindan ilk kez 1984 yilinda akut myeloid 16semisi olan
OHA’11 sekiz yasinda bir kiz ¢ocuguna HKHN uygulamasi yap11m1$t1r57, 1996 yilinda
Walters ve arkadaglar1 22 olguluk ilk genis seride 2 yilda %90’lik yasamda sagkalim
bildirmislerdir'*®.

Tam HLA uyumlu kardes donorden yapilan kok hiicre nakillerinde hayatta kalma
orant %90’1n lizerinde olup hastaliksiz yasam orani yaklasik %85 tirt>132,

Asagidaki komplikasyonlarin varliginda HKHN onerilir;

-Inme veya 24 saatten uzun siiren norolojik bulgu,

-Anormal beyin MR ve anjiografisi ile birlikte ndropsikolojik fonksiyon bozuklugu,
-Tekrarlayan AGS,

-Tekrarlayan damar tikayici krizler veya tekrarlayan priapizm,

-Orak hiicre nefropatisi (Glomeruler filtrasyon hizinin %30-50nin altinda olmas1)™.
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Diger Tedavi Secenekleri

Giliniimiizde, hiicresel diizeyde tedavilerin arastirilmasit 6n plandadir. Bunlardan
dogal 6ldiiriicii T hiicre hedefli tedavi heniiz faz-1 asamasindadir***3* Gen tedavisi ise
2015 yilinda Avrupa’da on {i¢ yasindaki sik vazookluziv kriz sessiz infarkt ve akut
gbgiis sendromu nedeniyle diizenli transfiizyon alan hasta, busulfan tedavisi sonrasi
(Lentiviral vektor araciligiyla beta globilin geni transfer edilmis) otolog kemik iligi
transplantasyonu sonrasi ii¢ ay i¢inde kan transfiizyonuna ihtiya¢ kalmamis dokuz ay
icinde de orak hiicre anemili iliskili agir semptomlar gerilemistir. Ancak bu alandaki

caligmalar siirmektedir®.
2.2 MikroRNA

MikroRNA(MIiRNA), genom fizerinde protein kodlayan intron veya ekzon
bolgeleri ve protein kodlamayan bolgelerdeki RNA genlerinden transkripsiyonu
saglanan, fakat proteine translasyonu ger¢eklesmeyen 19-25 niikleotid uzunlugunda

RNA’lardir™.

miRNAlarin biiyliik ¢ogunlugu protein kodlayan genlerin intronik bdlgelerinde
bulunmakla birlikte genler aras1 bolgelerde veya ekzonlarda da bulunabilir. intergenik
olan miRNA genlerinin ekspresyonu kiime halinde bulunan diger miRNA lar ile kontrol
edilir. Intronik bdlgelerde bulunan protein kodlayan genler ise konak genlerinde oldugu

gibi siklikla ayn zincirden ve korele diizeylerde eksprese olurlar'®.

DNA dan transkripsiyonu yapilan ancak proteine c¢evirisi yapilmayan genler
tarafindan kodlanan miRNA lar, hedef genin mesajct RNA(MRNA) lara diisiik
ozgiilliikte baglanmasina, mRNA yikimina ve translasyonel inhibisyona neden
olabilecegi i¢in gen ifadesinin kontroliinde 6nemli rol oynar73. miRNA’larin hedef
MRNA ile komplementerligi tam ise MRNA nin parcalanmasiyla, komplementerlik

daha az ise translasyonun baskilanmasiyla sonuglanir'®,

Bu mekanizma ile miRNA lar gelisme, farklilasma, sagkalim, apoptozis,

yaslanma ve metabolizma gibi ¢esitli biyolojik olaylarin kontroliinde gorev alirlar'®1’
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Victor Ambros laboratuarinda kii¢iik gegici RNA olarak tarif edilen linage-4 (lin-
4) miRNA ailesinin ilk kesfedilen {iyesi olup 1993’te Lee ve arkadaslari tarafindan

C.elegansin gen igerigi bakimindan taranirken bulunmugtur'®®".

2000 yilinda Reinhart ve ark. C.elegans da 22 niikleotid uzunlugunda let-7 olarak
adlandirilan canlinin gelisim zamanlamasini diizenleyen farkli bir miRNA kesfetmisler
ve bu molekiilin C.elegans’da lin-41, lin-28, lin-42 ve dafl2 mRNA’larinin

fonksiyonlarini baskiladig: bildirilmistir*®.

2002 yilinda ise miRNA’larin kanserle iligkisi belirlenmis ve miR-15 ve miR-16
nin kronik lenfositik 16semide ekspresyonunun azaldigi ya da hi¢ sentezlenmedigi

belirlenmistir.

2006 yilinda ise Andrew Fire ve Craig Mello isimli bilim adamlar kiigiik
engelleyici RNAlar (siRNA) ve miRNA adi verilen RNA pargaciklarinin araciligiyla
gerceklesen ve gen ifadesinin susturulmasmi saglayan bir mekanizma olan RNA

interferans: konusunda yaptiklari ¢alisma ile Nobel 6diilii almislardir®®.

Daha sonraki yillarda lin -4 ve let-7 ye benzeyen birgok kiigiik RNA molekiili
hemen hemen biitiin ¢ok hiicreli organizmalarda kesfedilmis ve miRNA olarak

isimlendirilmigtir'®.
2.2.1. MikroRNA’larin Biyogenezi

MikroRNA'lar birbirini izleyen ii¢ basamakl1 islem sonucunda meydana gelir. 1k
basamakta miRNA genlerinden primer miRNA (pri-miRNA)'larin transkripsiyonu
gerceklesir. Ikinci basamakta primiRNA'lar prekiirséor miRNA (pre-miRNA)'lara
niikleus iginde déniistiiriiliir. Uglincii ve son basamakta olgun miRNA'larin sitoplazma
icinde olusumu gergeklesir’.

miRNA'lar, primer transkript (pri-miRNA) olarak RNA polimeraz Il enzimi
tarafindan genomik DNA'dan sentezlenir. Pri-miRNA (500-3000 baz), "CAP" ve "poli
A" kuyruguna sahip sap-ilmik yapisindadir (Sekil-4). Cekirdekte pri-miRNA, RNAaz
Il enzim ailesinin bir endoniikleazi olan Drosha ve kofaktorii Pasha tarafindan yaklagik

80,84

olarak 70 niikleotid uzunlugunda olan pre-miRNA'ya donistiiriiliir . Bir niikleaz olan

Drosha ile ¢ift iplikli RNA baglayici bir protein olan Pasha'nin olusturdugu bu
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komplekse mikro islemci kompleks (Mikroprocessor complex) adi verilir®®'*°. Pre-
MIRNA molekiilii bir niikleer tasima reseptorii olan Exportin 5 ve niikleer bir protein
olan Ran-GTP'ye bagimli sekilde sitoplazmaya tasinir. Sonrasinda, pre-miRNA'lar
sitoplazmada RNAaz |11 enzim ailesinden Dicer adli endoniikleaz ile kesilerek 18-24
niikleotid uzunlugunda cift zincirli MIRNA (MiRNA dubleksine) gevrilir’®13140,
Dicer, ayn1 zamanda RNA ile baglatilan susturma kompleksi (RNA-induced silencing
complex; RISC) olusumunu baslatir (Sekil 4). Dicer, pre-miRNAnin sap-ilmigini
kestikten sonra miRNA dubleksinden, RISC kompleksinin iginde yer alan bir RNAz
olan argonaute'un etkisiyle 5'ucu daha kararli olan1 segilip sadece biri miRNA RISC
kompleksine katilir. Bu iplik, kilavuz iplik (guide strand) olarak adlandirilirken diger
iplik anti-kilavuz veya yolcu iplik olarak adlandirilir. Yolcu iplik RISC kompleksinin
substrati olarak sindirilir. MikroRNA'lar, RISC kompleksine entegre olduktan sonra, ya
argonaute proteinleri yardimiyla mRNA'nin yikimina ya da protein translasyonunun

. o1 12458411
baskilanmasina neden olarak fonksiyon gériirler*>**8411,

Sekil 4. miRNA biyogenezisi*®
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2.2.2.MikroRNA izolasyonu ve Tesbiti

Bir hiicre igerisinde anlatilan miRNA miktarin1 kantitatif olarak 6lgmek igin
degisik metodlar kullanilmaktadir. miRNA saptama metodlarinin temel prensibi
dokuda, hiicrede, viicut sivisi veya izole edilen RNAda mevcut miRNA ile ters yonde
sentezlenen isaretli almacin birbirine eslesmeleridir. Ancak isaretli prob gerektirmeyen
metodun duyarliligina gore gerekli olan 6rnek ve/veya prob miktar1 degismekle birlikte,
hibridzasyon  sonrast  gerekli  yikamalarla eslesmeyen  problar  ortamdan
uzaklagtirildiktan sonra eslesen probdan gelen sinyal ile 6rnekte bulunan miRNA
miktar1 arasinda dogru bir oranti kurulmaktadir. Kullanilan metodun prensibine gore
degisik isaretleme ve yontemler kullanilacagi gibi degisik sinyal toplama yontemleri de
kullanilabilmektedir. Ornegin canl hiicrelerde, dokularda veya parafinle sabitlenmis
doku orneklerinde miRNA saptama i¢in in situ hibridizasyon (ISH) metodu tercih

edilmektedir?®.

miRNA ifade miktarlarini belirlemek i¢in daha ziyade 6rneklerden izole edilen ve
200 niikleotitten kiigik RNA’lar bakimindan zengislestirilmis toplam RNAlar
kullanilmaktadir. Sayet anlatimi analiz edilecek miRNA tiirii biliniyor ve siirli sayida
MIRNA anlatimi analiz edilecekse, genellikle tercih edilen yontem northern blot ya da
RNAz koruma (RNAse Protection Assay, RPA) metodlaridir?®**. Deneysel kurguya
gore sivi fazda tek molekiil saptama ve in situ hibridizasyonda miRNA saptamada
kullanilmaktadir. Ancak, genomik seviyede miRNA tarama caligsmalar i¢in daha az
prob ve RNA gerektiren makrodizin ve mikrodizin veya kPZR teknikleri tercih
edilmektedir™**'?°, Bunlara ilave olarak SAGE (Serial analysis of gene expression) ve
derin DNA dizi analizi teknikleri de global miRNA profilleme ¢alismalarinda siklikla
kullanilmaktadir. SAGE ve derin DNA dizi analizi bilinen miRNA profilini ¢ikarmaya
olanak tanidig1 gibi yeni miRNA tanimlanmasina da imkan tanimaktadir. Hi¢ sliphesiz
miRNA saptamada kullanilacak teknigin seciminde hiicreden elde edilebilecek RNA
miktari, analiz edilecek miRNA sayis1 , teknigin duyarliligi ve giivenilirligi, data analiz
programlarinin bulunup bulunmamasi , fiyat ve is yiikii g6z oniinde bulundurulmasi
gereken unsurlar arasinda yer almaktadir. Bizim caligmamizda gergek zamanh

polimeraz zincir reaksiyonu kullanilacaktir.
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Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Gergek zamanli polimeraz zincirleme tepkimesi (RT-PCR, real-time polymerase
chain reaction) temeli polimeraz zincirleme tepkimesine dayanan, DNA molekiillerini
cogaltmaya ve es zamanli olarak miktarim1 6lgmek i¢in siklikla kullanilan bir
laboratuvar teknigidir. Bu teknige nicel gergek zamanli polimeraz zincirleme tepkimesi
(QPCR - quantitative real time polymerase chain reaction) ya da kinetik polimeraz
zincirleme tepkimesi denilmektedir. RT-PCR’1 iyi anlayabilmek igin &ncelikle PCR
(polimeraz zincirleme tepkimesi) iyi anlagilmalidir. PCR, tek ya da az sayida DNA
molekiiliinii kopyalama yoluyla milyonlarca kopya haline getirmek i¢in kullanilan yari-
nicel bir tekniktir. PCR, sirasiyla ve miikerrer olarak, istyla DNA molekiillerinin
birbirinden ayrilmasi ve tekrar sogutularak baslatici denilen diziye 6zel kiigiik DNA
parcalarmin (oligoniikleotidler) tepkimeyi baslatmasi sonucu, DNA’nin kopyalanmasi
esasina dayanir.

Bir PCR tepkimesi ¢ift sarmalli DNA molekiiliiniin 95°C’ye 1sitilarak sarmalin
¢oOziilmesi ile baglar. Daha sonra, 1s1y1 50-60°C’e diisiirerek cogaltilmak istenen DNA
dizisinin 3’uglarina 6zel olarak tasarlanan sentetik oligoniikleotidlerin DNA’ya
baglanmasi saglanir. Tepkime tiipiinde bulunan deoksiniikleotidler (dNTP) 1siya
dayanikli Taq polimeraz enzimi ile yeni DNA molekiiliiniin sentezlenmesi icin
kullanilirlar. Bu enzim kaplica gibi sicak kaynak sularinda yasayan Thermus aquaticus
bakterilerinden elde edilir. Bu enzim 1s1 tekrar 95 °C’e ¢ikarildiginda dahi yapisini korur
ve 72 °C kadar olan sicaklikta katalitik olarak gorev yapabilir. Sentez islemi bitince
tepkime tiipli tekrar 95 °C cikarilir ve biitiin islem tekrarlanir. Bu tekrarlama islemi
sonucunda istenilen DNA dizisi kopyalanmis ve yaklasik 20 dongii sonunda tek bir
DNA molekiiliiniin bir milyondan fazla kopyas: yapilmis olur. Bu islem sirasinda
kopyalanmasi istenilmeyen DNA dizileri kopyalanmaz ve tek kopya halinde kalirlar.

Biitiin tepkime islemi sonrasinda, DNA molekiilleri etidyum bromid igeren
akrilamid jellere yiiklenir ve boyutlarina gore ayrilir. Bu sayede kopyalanmis DNA
molekiilleri goriintiilenebilir. Biitiin tepkime tiiplerindeki ornekler ayni islemden
gectikleri igin, akrilamid jel iizerinde farkli DNA bant biiyiikliikleri, 6rnekler arasinda
farkli DNA miktar1 oldugunu; bu da bize baslangigta 6rnek tiiplerinde istenilen DNA
miktarlarinin  farkli oldugunu belirtir. Bdylece farkli ornekler birbirlerine gore

degerlendirilmis olurlar. Ancak, PCR yonteminin dezavantajlarindan biri dongii sayisi
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arttikca Orneklerin kopyalanmasinda DNA miktarinin plato denilen doymusluk
seviyesine ulagmasi ve akrilamid jel lizerinde yorum yapmay1 zorlastirmasidir. Bu
doymusluk seviyesi sorununu asabilmek icin her dongiiden sonra DNA miktarinin
gercek zamanl olarak 6lgiildiigli RT-PCR teknigi gibi teknikler kullanilmaktadir. RT-
PCR, her PCR dongiisiinden sonra tepkime tliplerindeki DNA miktarinin akrilamid
jellere gerek kalmadan oOlglilmesi temeline dayanan karmasik ve siklikla kullanilan bir
tekniktir. RT-PCR ihtiyag¢lar dogrultusunda tasarlanmis gelismis bir PCR yontemidir.
RT-PCR’in PCR’a gore daha avantajli olmasinin sebeplerinden biri de, PCR’da gerek
duyulan nanogram (10°° g) seviyesindeki baslangi¢ materyaline oranla pikogram (102
g) ve hatta femtogram (10 g) seviyelerindeki baslangic materyalleriyle de
kullanilabilmesidir. Bu hassasiyet ozelligi, RT-PCR’da etidyum bromid yerine
kullanilan 1simnir (floresan) molekiillerden kaynaklanir. Son yillarda, gergek zamanh
DNA sentezinin goriintiilenmesi amaciyla farkli 1smir molekiiller gelistirilmis ve
kullanilmigtir. Bunlar arasinda yiiksek hassasiyet ve kolay kullanim kapasiteli
SYBR_Green molekiilii 6ne ¢ikanlardan birisidir. SYBR Green, ¢ift sarmalli DNA
molekiillerine baglanmasi sonucu belli dalga boyunda uyarilarak yine belli dalga
boylarinda 1s1ma yapar. Tepkimede dongli sayisi ilerledik¢e daha fazla ¢ift sarmalli
DNA molekiilii sentezlendigi i¢in daha fazla SYBR Green DNA’ya baglanir ve daha
fazla 151ma yapar. Her dongii sayisindan sonraki DNA miktar1 ayn1 zamanda baslangigta
tiplerde bulunan DNA miktartyla dogru orantilidir. Her dongli sonunda tepkime
tiiplerindeki 1s1ma miktarin1 Olgerek, tiiplerdeki c¢ift sarmalli DNA molekiillerinin
miktarin1 da belirlemis oluruz.

Bu zincirleme tepkimelerinde RT-PCR makineleri kullanilir. Bu makineler ayni
anda hem DNA miktarini ¢ogaltirlar hem de 1s1ma miktarini 6lgerler. Biinyesinde hem
bir thermal cycler (i¢inde tepkime tiiplerinin yerlestirildigi, hizlica 1sitilan ve sogutulan
1s1 blogu bulunduran cihaz, bu sayede DNA kopyalanmasimi saglar) hem de bir
fluorimeter (farkli dalga boylarinda 11k iireterek tiiplerdeki molekiilleri uyarabilen —bu
ornekte SYBR Green- ve ayni zamanda uyarilan molekiillerin yaptig1 farkli dalga
boylarindaki 1s1may1 Olgebilen cihaz) bulundurur. Bu cihazin yapilan 1s1may1
Olcebilmesinin bir esik degeri vardir. Bu esik degerinin altindaki biitlin sinyaller
yokmus gibi degerlendirilir. Zincirleme tepkimesi ilerledik¢e, bu esik degerine daha

erken dongiilerde (diisiik dongii sayis1) ulagsan Ornekler, baslangi¢c 6rneginde daha ¢ok
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istenilen DNA dizisinin varligini belirtir. Bu degere dongii esigi (CT — cycle threshold)
degeri denir (bkz. Sekil 5). CT degeri, esik degerine ulagilmasit i¢in gereken dongii
sayis1 olarak tanimlanir. CT degeri baslangi¢ 6rneginde bulunan DNA miktariyla ters
orantilidir. Baska bir ifadeyle kiigiik CT degeri daha biiylik baslangic materyali

anlamina gelir.
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Dongii Sayisi
Sekil 5. Hayali bir RT-PCR sonucu grafigi. A, B ve C érneklerinin CT degerleri®

RT-PCR sonuclarmi degerlendirmek icin iki yontem vardir, gérece ya da
karsilastirmali ve mutlak degerlendirme.

Gorece degerlendirme, bir cok Ornegin deney ici kontrol seviyesine gore
normalize edilmesi sonucu 6rneklerdeki istenilen DNA yada mRNA miktarinin 6rnekler
arasindaki azlik ya da ¢okluk durumunu belirler. Deney i¢i kontrol olarak kullanilan
diziler genelde biitiin 6rneklerde esit miktarda oldugu bilinen ve ayni tiip ya da ayr1 bir
tipte yine PCR ile ¢ogaltilan niikleik asitlerdir. Dolayisiyla, gorece degerlendirme
yapilirken konsantrasyonu bilinen bir standart 6rneginin kullanilmasina gerek kalmaz.
Gorece degerlendirme gen anlatimi seviyesindeki fizyolojik degisimlerin dl¢iilmesi i¢in
yeterli seviyede bir degerlendirmedir. Tekrar edecek olursak, gorece degerlendirme
farkli 6rneklerdeki istenilen DNA dizisinin CT degerlerinin esit seviyedeki bir deney igi

kontrole gére normalize edilmesi esasina dayanir. Bu degerlendirme 6rnekler arasinda
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azlik ya da cokluk; ya da katlar cinsinden sonug verir (6rnegin, bir drnekte istenilen
DNA dizisi miktar1 diger ornektekinin 5 katidir). Gorece degerlendirme CT degerleri
kullanilarak asagidaki formiille hesaplanir (bu hayali hesaplama Sekil 10°da bulunan
CT degerlerine ek olarak A ve B Orneklerindeki deney i¢i kontrol genlerinin CT

degerlerinin sirasiyla 6.3 ve 6.2 oldugu kabul edilerek yapilmistir):

Katl - ((CTA- CTAHK) - (CTB - CTBHK)) Cp, =A ?rne?i CTdegr-j*ri
Anlatm =2 Cr, . =Aormegi deney igi kontrol
. . DIK v .
Seviyesi C,degeri
C;.=B ornegi C; degeri
Katl -((9.2-6.3)-(14.1-6.4)) c B — ; etkntrol
Anlatim =2 -27.86 Tapyc ~ B OrNegi deney ici kontro
Seviyesi Crdegeri

Sekil 6. RT-PCR sonucunun gorece degerlendirmesi icin kullanilan formiil

Bu normalize edilmis hayali hesaplama sonucu, A Orneginde istenilen DNA
miktarinin B 6rnegine gore 27.86 kat fazla oldugu goriilebilir. Mutlak degerlendirme,
DNA konsantrasyonu kesin olarak bilinen 6rneklerin standart dogrusu yapmak icin
kullanilmast ile yapilir. Bir 6rnegin CT degerinin bu standart dogrusundaki degerlere
gore incelenmesiyle Ornekte bulunan DNA miktarinin mutlak degeri hesaplanir.
Standart dogrular hassas ve tekrarlanabilir sonuglar elde etmekte kullanilabilirler.
Ancak, bu standart dogrularin oluisturulmasi sirasinda son derece hassas ve Ozenli
davranilmalidir. Ciinkii RT-PCR orneklerinin mutlak degerinin belirlenmesi bu
dogrulara baghdir. Bu degerlendirme yontemi, 6rnekte bulunan kesin DNA miktarini
belirler (6rnegin; ilgilenilen DNA miktar1 bir 6rnekte 6.4 pikogram diger bir 6rnekte de
1 pikogram vardir).

RT-PCR laboratuvarlarda bir ¢ok amagla kullanilirlar. Siklikla tanisal ve temel
aragtirma yapmak i¢in kullanilir. Tanisal amagla RT-PCR, belirli enfeksiyon hastaliklar,
kanser ya da genetik bozukluklara sebep oldugu bilinen niikleik asit seviyelerinin
belirlenmesi i¢in kullanilir. Arastirma amaglh olarak ise, gen anlatim seviyelerinin
belirlenmesi i¢in kullanilir. Ornek olarak, belirli bir genin anlatim seviyesinin gelisme
siiresince ya da hiicre dongiisiinde kullanilan farmakolojik ilaclara gore tepki olarak,
cevresel faktorlere bagli olarak ya da hiicre farklilagsmasi siirecinde ne yonde
degistiginin tespitinde kullanilabilir. RT-PCR’da baslangi¢ materyali olarak RNA,
genomik DNA ya da plasmid DNA’s1 kullanilabilir. Herhangi bir RNA (mRNA, rRNA,
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mikroRNA) kullanilacagr takdirde, RNA’nin oOnce ters-transkripsiyon tepkimesi
islemiyle tiimleyicisi olan DNA’ya (cDNA) donistiiriilmesi gerekir. Yakin zamanda, bu
islemin yapilmasina gerek birakmayan ters-transkripsiyonlu ger¢ek zamanli PCR (RT-
gPCR, reverse transcription quantitative polymerase chain reaction) Kitleri piyasaya

stirilmiistiir.

2.2.3. MikroRNA’larm Klinik Onemi ve Hastaliklarla Iliskisi

Dolasimdaki miRNA’larin, sadece kanda bol miktarda bulunmasi degil ayni
zamanda oldukga kararli bir yap1 gdstermesi nedeniyle klinikte hastaliklarin tanisi ve
prognozunda 6nemli bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi gosterilmistir. Yapilan son
caligmalarla miRNA’larin basta kan olmak {izere ¢esitli viicut sivilarinda varligi
potansiyel klinik biyobelirte¢ olarak kullanimmi mimkiin  kilmistir; miRNAlar
plazmada bulunan RNAaz lara olduk¢a direnglidirler. Bunlarin yanisira miRNA larin
kaynatma, yiiksek/diisiik pH, uzun siireli depolama dondurup c¢ozdiirme gibi zor
kosullara dayanikli oldugu bildirilmistir. Ayrica miRNA larin formalin ile fikse edilmis

dokularda stabil kalmasi doku ¢alismalarina da olanak vermistir™.

Yapilan son c¢aligmalar ile miRNA daki mutasyonlar ve ekspresyon
diizensizlikleri ile bir¢ok hastalik sirasinda direk bir iliski oldugu gosterilmistir. miRNA
lar basta kanser olmak ftizere kardiyovaskiiler bozukluklar, infeksiyonlar, gelisimsel
bozukluklar, muskiiler bozukluklar, ndrodejeneratif hastaliklar gibi ¢esitli hastaliklarla

iligkisi oldugu gésterilmistir46,83,1z7.

MikroRNAlarin Tedavi Amach Kullanim

Gen ekspresyonunun susturulmasi olarak bilinen RNA interferanst (RNAi) dizi
spesifik olarak mRNA nin degradasyonuna veya translasyonun inhibisyonuna neden
olarak okaryotik gen ekspresyonuna diizenleyen hiicresel bir mekanizmadir. RNAi

mekanizmasi miRNA lar ve siRNA lar tarafindan diizenlenir.

Organizmada birgok pataloji, anormal bir endojenik gen veya mutant gen
nedeniyle hiicreler arasinda sinyalin bozunma, apoptozis ve hiicre proliferasyonu ile
meydana geldigi bilinmektedir buna ek olarak viral enfeksiyonda yabanci gen

ekspresyonu yaptirarak, hastaliga neden olmaktadir. RNAi mekanizmas ile yabanci
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gen Uriinlerinin sessizlestirilerek, tedavide kullanilmasina yondeki goriisler giderek

artmaktadir.

Gilintimiizde ¢esitli hastalik tiplerinde ve asamalarinda hastalikli dokularla saglikl
dokular arasinda miRNA’larin ekspresyonlarinin farkli oldugu belirlenmistir. Bu da
hastaliklarin ~ tanisinda  ve  prognozunda  miRNA’larin  kullanilabilecegini

gostermektedir® (Sekil 7).

I| Glioblastoma miR-21
B Tiikiirik B oralkanser miR-200a, miR-125a
B Dil kanseri miR-184a
.
o Y W ot fanie :::32: :::::3;-33p. miR-155
U Plazma ) Meme kanseri miR-195
B fdrar W] Karaciger kanseri miR-500
4 g v B Kolorektal kanser miR-17-3p, miR-92
I Yumurtahk kanseri miR-141, miR-200
‘ B Prostat kanseri ' miR-141
. Mesane kanseri miR-126, miR-182
B an miR-98
ﬂ M pLBCL miR-21
¢ o Eritrositer hastahk miR-144, miR-210, miR-451

Sekil 7. Bazi Hastahklara Ozgii miRNA Tipleri16

Bir ¢ok calismada miRNA’larin spesifik olarak cesitli hastaliklarda azalan ya da
artan ekspresyon diizeyleri onlarin sadece tani ya da prognoz alaninda degil aymi
zamanda tedavide de kullanilabilecegini gostermektedir. miRNA larin antagonislerinin
ya da taklitlerinin sentezlenerek asil miRNA gibi hedef mRNA ya baglanarak
translasyonu susturdugu bir¢ok ¢alismada gosterilmistir. (tablo 3)
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Tablo 3. miRNA’larin tedavide kullanimi**

Sirket Hastaliklar Kimyasal formu Basamak
Regulus Immiinoinflamatuvar, | mMiRNA Preklinik
Therapeutics Kardiyovaskiiler, inhibitorleri (2'-
Metabolik metoksietil, 2'-
hastaliklar, Onkoloji, | fluoro RNA,
Fibrozis ve Hepatit C | bisiklik riboz
enfeksiyonu modifikasyonu)
Santaris Pharma Kanser, Inflamatuvar | miRNA inhibitorii | miR-122
AJS hastaliklar ve Hepatit | (niikleik asit inhibitorii: faz I
C enfeksiyonu kimyasin1 bloke tamamland, faz I1
ederek baslangig
miRagen Kardiyovaskiiler ve | miRNA Preklinik
Therapeutics Kas hastaliklar1 inhibisyonu ve
yerine gegme
Mirna Therapeutics | Kiigiik hiicreli siRNAy1 kullanarak | Preklinik

olmayan akciger
kanseri ve prostat

kanseri

miRNA’nin yerine

gecme

2.2 4.Eritropoez ve Eritrosit Hastaliklarinda MikroRNA

MikroRNA’lar hematopoez dahil bir¢ok hiicresel olayda kilit rol oynar; miRNA
ile eritropoez iliskisini aragtiran caligmalar 2 grupta toplanir; birincisi eritropoezde
mMIiRNA diizeylerinin Olglilmesi, ikincisi ise islevsel diizeyde miRNA eritropoez

iliskisinin belirlenmesidir. Ikisinin birlikte arastirilmas1 daha yaygin olmaya baslamustir.
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Eritropoez iligkili miRNA diizeyindeki degisiklikleri tanimlayan ilk ¢calisma Lu ve
ark. tarafindan 2005 yilinda yapilmistir. Kord kanindan elde edilen CD 34+ hiicrelerin

eritroid farklilagmasi sirasinda miRNA diizeylerinde artis saptanmlstlrsg.

2007 yilinda Georgantas ve ark. tarafindan yapilan calismada kemik iligi ve
periferik kandan elde edilen CD 34+ hiicrelerde 33 miRNA tanimlanmis; 18 miRNA
hematopoetik farklilagsma ile iligkili bulunmustur. miR-155 in myeloid ve eritroid

farklilagmay1 kontrol ettigi anlagiimstir®.

Choong ve ark. tarafindan yapilan c¢alismada miR-15B, miR-16, miR-22 ve
miR-185 diizeyleri ile eritroid spesifik marker olan CD71,CD36 ve CD235a arasinda

pozitif korelasyon saptanirken miR-28 ile negatif korelasyon saptanmustir™.

Eritrositlerde miRNA ekspresyonu ilk olarak 2006 yilinda Rathjen ve ark.
tarafindan sitma paraziti olan Plasmodium falciparum un miRNA ekspresyonu igin
yapilan ¢ahsmada tanimlanmistir'®. miR-451 in eritrositlere 6zel ve yiiksek diizeyde
eksprese edildigi gosterilmistir. Yapilan diger ¢aligmalarda (Masaki ve ark. 2007,
Merkerova ve ark. 2008) miR-451 in platelet, graniilosit, monosit veya lenfositlerde

degil eritrosit ve retikiilositlerde yliksek diizeyde eksprese edildigi bulunmustur®’.

Zhan ve ark. (2007) tarafindan miR-451 transfekte edilen hiicrelerde beta-globinin
diizeyinin artig1 gozlenmistir. miR-451 in azaldigi durumda da tam tersi agir anemi ile

sonug:lanm1$t1rl39.

Bruchova ve ark.(2007) tarafindan Polisitemia vera patogenezinde miRNA rolii
aragtirmasinda birgok miRNA saptanmasina karsin sadece miR-150 diizeyi anlamli

olarak diisiik bulunmustur'’.

Chen ve ark. (2008) tarafindan saglikli 7 kisi ve 12 homozigot orak hiicre hastaligi
olan hastanin eritrosit mikroRNA ekspresyon profilleri karsilagtirildiginda iki grup
arasinda orak hiicre hastaligi olanlarda miR -29A, miR -144, miR -451, ve miR -140
diizeyinin yiiksek oldugu miR-320, miR-181, miR-LET7 ve miR-141 diizeyinin azaldig1
gozlenmistir. Beklenmedik bir sekilde orak hiicre anemili eritrositlerin mikroRNA

ekspresyon profili saglikli kontrol retikiilositlerin profiline daha yakin bulunmusgtur?®,
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mikroRNA Hedef (MRNA ) Biyolojik Etki
miR-144 GATAl Embriyonik eritropoezde alfa
globilin negatif diizenleme
KLFd Gama globilin gen
transkripsiyonunu indiiklemek
NRF2 Antioksidan kapasiteyi azaltarak,
hemoliz ve agir anemi
miR-451 GATA1L, GATA2 Gama globilin gen

transkripsiyonunu indiiklemek, alfa
globilini suprese etmek

14-33¢

FoxO3 transkripsiyon faktoriinii
inhibe ederek eritroit antioksidan
genlerde pozitif diizenleyici

Tablo 4. miRNA’larin gama globin ekspresyonu iizerindeki farkh rolleri'"

TE

Retculocyle

Sekil 8. Eritropoez’deki miRNA fonksiyonlarimin sematik diyagraml7

«*  maturabion
- .

Erythroid

-~ Al
" IR S i

8

Ozetle miRNA nm eritropoezin kontroliinde ¢ok &nemli role sahip oldugu acik

iken heniiz bu yoldaki 6zel miRNAlar agik bir sekilde tanimlanamamistir. Bilgi ve

teknolojideki gelismeler ile miRNA alanindaki gelismeler ile eritrosit hastaliklar ile

savasmak cok da uzak gérﬁnmemektedir78.




3.GEREC VE YONTEM

3.1. Hastalar ve Calisma Plam

Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Hematoloji Bilim Dali tarafindan
takip edilen orak hiicre anemili 17 hasta ¢ocuktan agrili kriz doneminde, bu hastalarin
17°sinden kriz dig1 donemlerinde Kasim 2015 ve Haziran 2016 tarihleri arasinda kan
ornekleri alindi. Kontrol grubu olarak sistemik bir hastalifi bulunmayan, anemisi
olmayan, biiyiime ve gelismesi yasitlariyla uyumlu, ilag kullanmayan saglikli 16
¢ocuktan kan ornekleri alindi.

Agril1 kriz, OHA’11 hastalarin baska bir nedene baglanamayan agri ile bagvurmasi
olarak tanimlandi. En az 4 haftalik donemden sonra ayni hastalar agrili krizi olmadig
dénemde kontrole ¢agirildi, kriz dis1 donemde kabul edilerek kan 6rnekleri alindi.

Hasta (agrili kriz ve kriz dis1 donem) ve kontrol grubunda, hsa-miR-144 ve hsa-
miR-451 gercek zamanli PCR ile tetkik edildi. Hastalarin hidroksiiire kullanimi, agrili
kriz sikliklar, transfiizyon 6ykiisii sorguland.

Calismaya katilan tiim ¢ocuklarin velilerinden imzali onam formu alindu.
3.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Deney Ekipmanlari

- High piire miRNA izolasyon kiti

- mMiIRCURY universal cDNA sentez Kiti

- Baglanma tamponu (binding buffer)

- Baglanma kuvvetlendirici (binding enhancer)

- Yikama soliisyonu (Wash buffer)

- Eliisyon tamponu (elution buffer)

- Filtreli tiipler - Atik tiipleri

- 1,5 ml eppendorfler
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- 200 pl ve 1000ul pipet ve pipet uglart
- 13.000g calisabilen eppendorf santrifiijii

Lokosit ayirma islemi sonunda elde edilen karistmdan 150 pl. alinarak igerisine
312 ul binding buffer ve 200 pl binding enhancer eklendi, filtreli tiipe aktarildiktan
sonra 13.000g de 45 sn. santrifiijje edildi. Daha sonra iizerine 500 pul wash buffer
eklendi. 13.000g de 30 sn. santrifiije edildi. Uzerine 300 pl yikama soliisyonu (wash
buffer) eklendi. 13.000 g de 30 sn. santrifiije edildi. Daha sonra 1 dk. Santrifiije edildi.
Daha sonra filtreli tiipler eppendorf tiiplerinin icine kondu. Icerisine 75 pl elution buffer

eklenerek 13.000 g de 1 dk. Santrifiije edildi. Ve total RNA eldesi yapildi.
3.2.1. Universal Komplementer DNA Sentez Kiti

Sentetik spike-in liyofilize halde bulunmakta olup 40 pul PCR grade water ile

sulandirildi. Calisma oncesi 15 dk. buz iizerinde tutuldu.
3.2.2. Komplementer DNA Yapimi icin Karisim Protokolii

Elde edilen RNA’larin Komplementer DNA’ya (cDNA) doniistiiriilmesi igin
miRCURY universal cDNA sentez kiti kullanildi. Sentezin ger¢eklesmesi i¢in gerekli
olan bilesenler, 5x reaksiyon buffer, Niikleaz free water, Enzyme mix, Sentetik spike-in
olarak iiretici firmanin miRCURY universal cDNA sentez kiti i¢in hazirlamis oldugu
kilavuzdaki tavsiyelere uyularak gerekli hacimlerde hazirlanarak olusturuldu.
Olusturulan ¢cDNA sentez mix’inin 16 ul’lik hacmine elde edilen total RNA’lardan 4’er

ul eklenerek total volume hazirland.

Tablo 5. Komplementer DNA Yapimi i¢cin Karisim Protokolii

5x reaksiyon buffer 2 ul
Niikleaz free water 4,5l
Enzyme mix 1ul
Sentetik spike-in 0,5 ul

Total RNA 2 ul (5ng/ul)
Total Volume 10 pl
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3.2.3. Komplementer DNA Yapimu i¢in Is1 Protokolii

Hazirlanan c¢DNA sentez mix ve RNA karisgimlari yine iiretici firmanin
miRCURY universal cDNA sentez kiti i¢in hazirlamis oldugu kilavuzda ki tavsiyelerine
uyularak asagida ki 1s1 ve siirelerde islem gormek {izere Light Cycler 480 sistemine ait

96 kuyucuklu plate iizerine ytiklendi.

- 42 °C de 60 dk.

-95°C de 5 dk.

- +4 °C de saklama veya -20 °C de saklama

Uygulanan protokol sonrasinda cDNA’lar elde edildi.. Elde edilen cDNA lar PCR
asamas1 Oncesi 1:20 oraninda PCR grade water ile seyreltildi. Hazirlanan karisimlar
Light Cycler 480 sistemine ait 96 kuyucuklu plate iizerine yiiklendi. SNORD48 PCR
primer mix 220 pl niikleaz free water ile sulandirildi. Hsa-miR-144 ve Hsa-miR-451

PCR Primer mixler ise 110 ar pl niikleaz olmayan su ile sulandirildi.

3.2.4. Ger¢cek Zamanh PCR Karisim Protokolii (Housekeeping gen/ Referans
gen)

cDNA’larin referans gen agisindan amplifikasyonunu saglamak ve ilgili bolgeleri
isaretlemek amaciyla SYBR Green Master Mix ve SNORD48 Pcr Primer Mix’leri

tiretici firmanin tavsiyelerine uyularak asagidaki protokole gore hazirlandu.

Tablo 6. Gercek Zamanh PCR Karisim Protokolii (Housekeeping gen/ Referans gen)

SYBR Green Master Mix Sul
SNORDA48 PCR Primer mix 1l
1/20 sulandirilmig cDNA 4ul
Total Volume 10ul

34



3.2.5. Ger¢ek Zamanh PCR Karisim Protokolii (Target gen/Hedef gen)

cDNA’larin hedef gen agisindan amplifikasyonunu saglamak ve ilgili bolgeleri
isaretlemek amaciyla SYBR Green Master Mix, Hsa-miR-144 ve Hsa-miR-451 PCR
Primer Mix (forward), Hsa-miR-144 ve Hsa-miR-451 PCR Primer Mix’leri (reverse)

iiretici firmanin tavsiyelerine uyularak asagidaki protokole gore hazirlandi.

Tablo 7. Ger¢ek Zamanh PCR Karisim Protokolii (Target gen/Hedef gen)

SYBR Green Master Mix 5ul
Hsa-miR-144 PCR Primer Mix (Forward ) 0,5 ul
Hsa-miR-144 PCR Primer Mix (Reverse) 0,5 pl
1/20 sulandirilmig cDNA 4ul
Total voliim 10 pl
SYBR Green Master Mix Sul
Hsa-miR-451 PCR Primer Mix (Forward ) 0,5 pl
Hsa-miR- 451 PCR Primer Mix (Reverse) 0,5 pl
1/20 sulandirilmigs cDNA 4ul
Total voliim 10 pl

3.2.6. Ger¢cek Zamanh PCR Is1 Protokolii

Hazirlanan Referans Gen Real Time PCR Mix’leri ve Hedef Gen Real Time PCR
Mix’leri uygun cDNA’lar ile Light Cycler 480 Sistemine ait 96 kuyucuklu plate’ler
tizerinde biraraya getirildikten sonra asagida ki Is1 Protokolil ile Light Cycler 480

Sisteminde Ger¢ek Zamanli PCR i¢in isleme alindi.

Tablo 8. Ger¢ek Zamanh PCR Isi1 Protokolii

Denaturasyon 95°C de 10 dk.

Amplifikasyon 95°C de 10 sn.

Bu dongii 45 kez saglanir.(45 cycle, Ramp-rite 1,6°C/sn, 60°C de 1 dk. Okuma

saniyedeki 1s1 degisimi)

Erime egrisi 95°C de 30 sn.
40 °C de 1 dk.
85 °C de continue (Acquisitions 3
per/°C)

Sogutma 40 °C de 1 dk.
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Sekil 9. Hasta ve kontrollere ait amplifikasyon egrileri

3.3. istatistiksel analiz

Verilerin istatistiksel analizinde SPSS 19.0 paket programi kullanildi. Kategorik
Olclimler say1 ve ylizde olarak, sayisal dl¢limlerse ortalama ve standart sapma (gerekli
yerlerde ortanca ve minimum - maksimum) olarak Ozetlendi. Kategorik Olgiimlerin

gruplar arasinda karsilagtirilmasinda Ki Kare test istatistigi kullanildi.

Sayisal dlglimlerin normal dagilim varsayimini saglayip saglamadigi Kolmogrov
Smirnov testi ile test edildi. Gruplar arasinda sayisal Sl¢iimlerin karsilastirilmasinda
varsayimlarin saglanmast durumunda Bagimsiz gruplarda T testi, varsayimlarin

saglanmamas1 durumunda ise Mann Whitney U testi kullanildi.

Bagimli sayisal Olglimlerin  karsilastirilmasinda varsayimlarin  saglanmasi
durumunda Bagimli Gruplarda T testi, varsayimlarin saglanmamasi durumunda ise

Wilcoxon Signed Rank testi kullanildi. Bazi sayisal Ol¢limlerin normal dagilim
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varsayimini saglamamasi nedeniyle bu siirekli dlgiimler arasindaki korelasyon Sperman
Korelasyon katsayisi ile incelendi. Tiim testlerde istatistiksel 6nem diizeyi 0.05 olarak

alindi.
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4. BULGULAR

Calismamizda Kasim 2015-Haziran 2016 tarihleri arasinda Cocuk Hematoloji
Bilim Dali tarafindan orak hiicre anemisi tanistyla takip edilen 17 hasta alindi. Bu
hastalardan agril1 kriz sonrasi stabil donemde 17 hastadan kan ornekleri alindi. Kontrol
grubu olarak ayni yas grubundan sistemik bir hastaligi ve anemisi olmayan, biiyiime ve
gelismesi yasitlartyla uyumlu, ilag kullanmayan 16 ¢ocuk saglam grup olarak calismaya
alindi. Calismada OHA’l1 hastalarin kriz ve stabil donemlerinde alinan kan 6rnekleri ile
saglam g¢ocuklardan alinan kan ornekleri analiz edildi. Calisma i¢in etik kurul onay1
alindi. Calismaya katilan tiim OHA’l1 ve saglam ¢ocuklarin velilerinden imzali onam

formu alinda.

Tablo 9. OHA’h hastalarin ve kontrol grubunun o6zellikleri

OHA’I hasta grubu Kontrol grubu
(n=17) (n=16)

Kiz n 9 8
% 52,9 50
Erkek n 8 8
% 47,1 50

Yas (Ortalama+SSapma) 15,47+2,85 16,5+0,52

Medyan (Min-Maks) 16 (9-19) 16 (16-17)

OHA’l1 hastalarin cinsiyet dagilimmna bakildiginda 8’1 erkek (%47) ve 9’u kiz
(%53) idi. Kontrol grubundaki ¢ocuklarin 8’1 erkek (%50), 8’1 kiz (%50) idi (Tablo 9).

Tablo 10. Orak hiicre anemili hastalarin 6zellikleri

Olciimler Say1 (%)
Agril kriz sikh@1
1-3 kez/y1l 10 (%58,8)
>4 kez/yil 7 (%41,1)
Hidroksiiire kullanimi
Yok 1 (%0,06)
Var 16 (%99,9)
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OHA’11 hastalarin agrili kriz sikliklari, hidroksiiire kullanim durumu Tablo 10°de

gosterilmistir.

Tablo 11. OHA’li hastalar ve kontrol grubunun hematolojik parametreleri

Kriz donemi Kriz dis1 Kontrol
Ortalama+SSapma Ortalama+SSapma Ortalama+SSapma
Medyan (Min-Maks) Medyan (Min-Maks) Medyan (Min-Maks)
Hb ( g/dl) 8,88+1,22 9,56+1,11 12,96+1,09
8,90 (6,80-10,90) 9,50 (8,10-11,80) 12,50 (11,60-15,50)
Ht (%) 26,02+3,46 27,64+3,52 39,60+2,49
25,90 (19,50-31,60) 27,60 (22,40-34,20) 39,00 (36,0-44,5)
12511,2+4286,3 10867,7+£3158,4 7441,3£1632,5

Lokosit (/mm?®)

12550 (7660-17090)

11340 (5660-16550)

6985 (5130-9910)

prar 468705,9+219126 459117.72176474.5 305000+49815
ele 466000(133000-901000) | 463000(115000-696000) | 314500(223000-387000)
Lenfosit 0 26.6611,12 33,28+7,96 29,97+3,23
28,7 (20,0-46,0) 33,0 (26,0-46,0) 30,0 (26,0-36,0)
. 9,043.8 8.742.5 7.5+1,50
0 9 b 9 9 9 9
Monosit (%) 8,0(5,0-18,0) 8,0(4,0-14,0) 8,0 (5,0-10,0)
Graniilosit(%) 61.8£12.0 54,9495 60.5+4.49
amifiosii 7o 62,0 (44,0-81,0) 52,0 (44,0-75,0) 60,0 (52,0-68,0)
86,9180 86,368 4 85,4332
MCV (L) 85,90 (71,50-102,0) 84,90 (71,1-98,2) 85,50 (79,9-91,3)
29,7543,63 29,94+3,74 27944132
MCH (pg)

29,60 (23,00-36,40)

30,10 (23,2-37,3)

28,05(25,4-30,1)

OHA’l1 hastalarin kriz ve kriz disi donemi ile kontrol grubunun hematolojik
parametreleri Tablo 11’da verilmistir. Calismaya aliman OHA’li hastalarin kriz
donemlerinde bakilan tam kan sayiminda lokosit degerleri 12511,2+4286,3/mm?* iken
aynt hastalarin kriz dist donemde bakilan tam kan sayiminda 16kosit degerleri
10867,7+3158,4/mm? idi. Kontrol grubu olarak alinan saglam cocuklarda bakilan tam
kan sayiminda l6kosit degerleri 7441,3£1632,5 /mm? idi. Kriz doneminde bakilan
16kosit sayilar1 kriz dis1 donemlerinde ve kontrol grubunda bakilan 16kosit sayilarina

gore anlamli olarak yiiksek bulundu (p<0.001) (Sekil 10).

39



20000 Brriz
Wiz de

16000
)
E
£ 12000
e
i
o
—
o
=l

3000

4000

L] )
hasta kamtral

grup

Sekil 10. OHA’l1 hastalarin Kkriz, kriz dis1 donemlerde ve kontrol grubunun lokosit degerleri

OHA’11 hastalarin kriz donemlerinde bakilan Hb degeri ortalamasi 8,88+1,22 g/dl
iken kriz dis1 donemde bakilan Hb degerleri 9,56+1,11g/dl idi. Kriz dis1 déonemde Hb
degerleri anlamli olarak yiiksek bulundu (p=0,003). Kriz doneminde bakilan Hct
degerleri ortalamasi 26,02+3,46, kriz dis1 donemde bakilan Hct degerleri ortalamasi
27,64+3,52 idi. Kriz disi donemde Hct degerleri anlamli olarak yiiksek bulundu
(p=0,016) (Sekil 11).

OHA’l1 hastalarin kriz dis1 donemde bakilan lenfosit yiizdeleri kriz doneminde
bakilan lenfosit yiizdelerine gére anlamli olarak yiiksek bulunurken (p<0.043),
graniilosit degerleri diisilk bulunmasina ragmen istatistiksel olarak anlaml fark yoktu.
(p=0,062). OHA’l1 hastalarin kriz dénemlerinde bakilan HbS ortalamasi 74,24+9,82
iken kriz dist donemde bakilan HbS ortalamasi 71,224+8,97 bulundu, aralarinda
istatistiksel olarak anlamli fark yoktu (p=0,246). Hastalarin kriz ve kriz disi

donemlerdeki hematolojik parametreleri Tablo 12°de verilmistir.
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Tablo 12. OHA’lh hastalarin kriz ve kriz dis1 donem hematolojik parametreleri

Grup
Olciimler Kriz donemi Kriz dis1
sume Ortalama+SSapma Ortalama+SSapma P
Medyan (Min-Maks) Medyan (Min-Maks)
8,88+1,22 9,56+1,11
Hb (g/d]) 8,90 (6,80-10,90) 9,50 (8,10-11,80) 0.003
26,0243,46 27,64+3,52
O 9 b b b
Het(%) 25,90 (19,50-31,60) 27,60 (22,40-34.20) | 2016
12511,0+4286,3 1086773158 4
. ,

Lokosit (/mm?) 12550 (7660-17090) 11340 (5660-16550) | 0001
Platelet () 468705,9+219126 4S9L1T,TEIT64TAS | oo
ee 466000(133000-901000) | 463000(115000-696000) |

. 26,66+11,12 33.287.96
0 b b b 9
Lenfosit (%) 28,7 (20,0-46,0) 33,0 (26,0-46,0) 0.043
. 0,043.8 8.742.5
0 9 9 b bl
Monosit (%) 8,0(5,0-18,0) 8,0(4,0-14,0) Ty
61.8£12.0 54.949.5
. . o b b b b
Granillosit(%) 62,0 (44,0-81,0) 52,0 (44,0-75,0) 0,002
86,9180 86,368 4
b b b b 7
MCV (L) 85,90 (71,50-102,0) 84,90 (71,1-98,2) 0.705
29,75+3,63 29,94+3,74
MCH (pg) 29,60 (23,00-36,40) 30,10 (23,2-37,3) ‘T
74,04+9.82 71.22:8.97
0 9 b b 9
HbS (%) 71,20 (59,50-97,10) 70,30 (57,00-02,30) | 024®
23.51£10.23 247186
o b 9 b b
HbF (%) 25,90 (2,90-39,1) 22,9 (10,6-43,6) 0.17
2,39+0,79 1,75£0.59
0 b b 9 9
HbA, (%) 250 (1,40-3,9) 1,70 (0,9-3.1) 0011
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Sekil 11. OHA’l hastalarda kriz, kriz dis1 dénemlerde ve kontrol grubunda Het degerleri
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Tablo 13. Kriz doneminde OHA’l1 hastalar ve kontrol grubunun hematolojik parametreleri

T
hasta

T
kontrol

grup

Grup
. Kriz donemi Kontrol
Olgiimler
Ortalama+SSapma Ortalama+SSapma p
Medyan (Min-Maks) Medyan (Min-Maks)
8.88+1.22 12,961,09
<
Hb (g/dI) 8,90 (6,80-10,90) 12,50 (11,60-15,50) 0,001
26,0243,46 39,60+2,49
0 9 9 b 9
Het (%) 25,90 (19,50-31,60) 39,00 (36,0-44,5) <0001
12511,0+4286,3 7441 3+1632.5
. \
Lokosit (/mm’) 12550 (7660-17090) 6985 (5130-9910) <0001
468705,94219126 30500049815
3 b
Platelet (fmm?) |/ 06000(133000-901000) | 314500(223000-387000) | 008
. 26,66=11,12 29,97+3.23
o b b ) )
Lenfosit (%) 28,7 (20,0-46,0) 30,0 (26,0-36,0) 0.255
. 9,0£3.8 7,5+1,50
0 9 9 9 9
Monosit (%) 8,0(5,0-18,0) 8,0 (5,0-10,0) 0.060
61.8£12,0 60,554.49
.o . o 2 b b b
Graniilosit(%) 62,0 (44,0-81,0) 60,0 (52,0-68,0) 0,661
86,918,0 85,4313,
MCV (fL) 85,90 (71,50-102,0) 85,50 (79,9-91,3) 0.493
29,75+ 27.94+1 32
MCH (bg) 9,7543,63 7,94+1 3 0,069

29,60 (23,00-36,40)

28,05(25,4-30,1)
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OHA’l1 hastalarin kriz donemlerinde bakilan Hct ortalama degeri %26,02+3,46
iken kontrol grubunda bakilan Hct ortalama degeri %39,6+2,49 idi. Her 2 grup
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.001) (Sekil 11). Kriz
donemlerinde bakilan Hb ortalama degeri 8,88+1,22 g/dl iken kontrol grubunda bakilan
Hb ortalama degeri 12,96+1,09 g/dl idi. Her 2 grup arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamli bulundu (p<0.001). OHA’11 hastalarin kriz donemi ve kontrol grubunda bakilan

hematolojik parametreleri Tablo 13’de verilmistir.

Tablo 14. Kriz dis1 donemdeki OHA’l hastalar ve kontrol grubunu hematolojik parametreleri

Grup
. Kriz dis1 donemi Kontrol
Olgiimler
Ortalama+SSapma Ortalama+SSapma p
Medyan (Min-Maks) Medyan (Min-Maks)
9,56=1,11 12,96+1,09
Hb (g/di) 9,50 (8,10-11,80) 12,50 (11,60-15,50) <0001
27,6443 ,52 39,60+2,49
0 9 b bl b
Het (%) 27,60 (22,40-34,20) 39,00 (36,0-44,5) <0001
1086773158 4 7441 3+1632.5
. . 3 b 9 > b
Lokosit (/mm?) 11340 (5660-16550) 6985 (5130-9910) 0,001
Platelet (/mmr) 459117.72176474.5 305000£49815 0,003
463000(115000-696000) 314500(223000-387000) !
. 33,28+7,96 29,07+3,23
0 b b Ll )
Lenfosit (%) 33,0 (26,0-46,0) 30,0 (26,0-36,0) 0.129
8.742.5 7.5£1,50
- o 9 b 9 b
Monosit (%) 8,0(4,0-14,0) 8,0 (5,0-10,0) 0.131
54,9495 60,54.49
. . 0 b b 9 9
Granilosit(%) 52,0 (44,0-75,0) 60,0 (52,0-68,0) 0,061
86,3684 85,4343 2
MCV (L) 84,90 (71,1-98,2) 85,50 (79,9-91,3) 0676
29,94+3,74 27,94+1,32
MCH (pg) 30,10 (23,2-37,3) 28,05(25,4-30,1) 0.052

OHA’l1 hastalarin kriz dis1 donemi ile kontrol grubu karsilastirildiginda kontrol
grubunda Hb ve Hct degerleri anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p<0.001) (Sekil 11).
Kriz dis1 donemde bakilan tam kan sayimindaki 16kosit degerleri ile kontrol grubunda
bakilan 16kosit degerleri karsilastirildiginda kriz dis1 donemi 16kosit degerleri anlaml
olarak yiiksek bulunmustur (p=0.001). Hastalarin kriz dis1 donemi ve kontrol grubunun

hematolojik verileri karsilastirmali olarak Tablo 14’te verilmistir.
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Tablo 15. OHA’l1 hastalarin kriz ve kriz dis1 donemlerinde miRNA diizeyleri

Grup
Olgiimler Kriz donemi Kriz dis1 donem P
Ortalama+SSapma Ortalama+SSapma
Medyan (Min-Maks) Medyan (Min-Maks)

. 5,91+6,49 1,03+1,20
MIRNA 451 3,36(0,34-22,16) 0,57(0,08-3,97) 0,001

. 2,10+4,37 0,055+0,084
MIRNA 144 0,64(0-16,22) 0,03(0-0,33) 0,004

MIRNA 451 diizeyi OHA’l1 hastalarin kriz doneminde kriz dis1t donemine gore
anlamli olarak yiiksek bulundu (p= 0,001) (Sekill2). miRNA 144 diizeyi OHA’I
hastalarin kriz doneminde kriz digi donemine gore anlamli olarak yiiksek bulundu (p=
0,004) (Sekil 13). OHA’l1 hastalarin kriz ve kriz digi donemlerindeki miRNA diizeyleri
Tablo 15’da verilmistir.

Sekil 12. OHA’l1 hastalarin kriz, kriz dis1 dénemlernde ve kontrol grubunda miRNA 451 diizeyleri
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Sekil 13. OHA’h hastalarin kriz, kriz dist donemlerinde ve kontrol grubunda miRNA 144
diizeyleri
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Tablo 16. OHA’I1 hastalarin kriz dénemi ve kontrol grubunun miRNA diizeyleri

Grup

Oleiimler Kriz donemi Kontrol p

¢ Ortalama+SSapma Ortalama+SSapma

Medyan (Min-Maks) Medyan (Min-Maks)

. 5,91+6,49 0,33+0,29
MIRNA 451 3,36(0,34-22,16) 0,33(0,01-0,96) 0,003

. 2,10+4,37 0,015+0,18

<

MIRNA 144 0,64(0-16,22) 0,01(0-0,06) 0,001
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mMIRNA 451 diizeyi OHA’l1 hastalarin kriz doneminde saglam ¢ocuklardan olusan
kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulundu (p= 0,003) (Sekil12). miRNA 144
diizeyi OHA’l1 hastalarin kriz donemi ile kontrol grubu karsilastirildiginda anlaml
olarak yiiksek bulundu (p< 0,001) (Sekil13). OHA’l1 hastalarin kriz donemi ve kontrol
grubunun miRNA diizeyleri Tablo 16’da verilmistir.

Tablo 17. OHA’I hastalarin kriz dis1 dénemi ile kontrol grubunun miRNA diizeyleri

Grup

Oleiimler Kriz dis1 donemi Kontrol p

¢ Ortalama+SSapma Ortalama+SSapma

Medyan (Min-Maks) Medyan (Min-Maks)
1,03£1,20 0,33+0,29

H 9 b b b 21

iR 0,57(0,08-3,97) 0,33(0,01-0,96) 0.0
0,055+0,084 0,015+0,18

- ’ 1 ’ 1 01103

MIRNA 144 0,03(0-0,33) 0,01(0-0,06)

mMiRNA 451 diizeyi OHA’ll hastalarin kriz dist donemi ile kontrol grubu
karsilastirildiginda anlamli olarak yiiksek bulundu (p=0,021) (Sekill2). miRNA 144
diizeyi OHA’l1 hastalarin kriz dis1 donemi ile kontrol grubu karsilastirildiginda yiiksek
olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli fark yoktu (p=0,103) (Sekill13). OHA’I

hastalarin kriz dist donemi ve kontrol grubunun miRNA diizeyleri Tablo 17°da

verilmistir.

Tablo 18. Kriz dist donemde kriz sikhig1 ile miRNA diizeyleri iliskisi

Kriz sikhk
0-3 kez/y1l >4 kez/yll
Ortalama+SSapma Ortalama+SSapma P
Medyan (Min-Maks) Medyan (Min-Maks)

. 0,54+0,30 0,35+0,30
MIRNA 451 0,25(0,10-0,96) 0,35(0,10-0,85) 0.813

. 0,16+0,11 0,05+0,04
MIRNA 144 0,02(0-0,33) 0,04(0-0,13) 0,669
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OHA’l1 hastalarda kriz sikligr ile kriz dist donemdeki miRNA diizeyleri
karsilastirildiginda, kriz sikligi 0-3 kez/yil ile >4 kez/yil olan hasta grubunda miRNA
451, miRNA 144 dizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmadi.(Tablo 18).

Sekil 14. OHA’h hastalarm kriz doneminde miRNA 451 ve HbF arasindaki iliski

7 Spearman Rank r=0.602 p=0.017 o
° o
30 ° o o
o
o
o
[T
2 29 °
-]
[+ ]
10 ®
0 o
T I T T T T
0 5 10 15 20 25
miRNA451KR

OHA’l1 hastalarda kriz donemindeki miRNA 451 ile HbF diizeyleri arasindaki
iliski degerlendirildiginde miRNA diizeyi ile anlamli olarak pozitif korelasyon

saptand1.(p=0,017)(Sekil 14)
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Sekil 15. OHA’l hastalarin kriz doneminde miRNA 144 ve Hct arasindaki iliski

RZ Linear = 0,211

3207 Spearman Rank r=0.605 p=0.017
o
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miRNA1443KR

OHA’11 hastalarda kriz donemindeki miRNA 144 ile Hct diizeyleri arasindaki
iliski degerlendirildiginde miRNA diizeyi ile anlaml1 olarak pozitif korelasyon
saptand1.(p=0,017)(Sekil 15)
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5-TARTISMA

Orak hiicre anemisi; HbS’in homozigot durumunu belirtir. HbS, beta zincirinin
NH2 ucunda 6. aminoasidi olan glutamik asidin yerine valin ge¢mesi ile olusur. HbS
oksijen basinci azaldiginda yeterli olarak ¢oziinemez, polimerize olur ve rijid eritrositler
olusur®®®. ilk olarak 1910 yilinda Dr. James Herrick tarafindan yayinlandiktan sonra

literatiire girmis kalitsal bir hastaliktir™.

Orak hiicre anemisi Afrika kitasi, Ortadogu, Amerika, ililkemizin de iginde
bulundugu Akdeniz kusaginda ve Hindistan’da da oldukg¢a sik gérﬁlﬁrns. OHA’nin
diinyadaki dagilimini belirleyen 6nemli etkenlerden birinin malaryaya karsi sagladigi

direng, digerinin ise sonradan gelen gocler oldugu diisiiniilmektedir®.

Ulkemizde HbS siklik oran1 %0,03 tiir. Ancak bu oran OHA nin en sik goriildiigii
Cukurova Bolgesinde daha yiiksektir. Saglik Bakanligi ve Ulusal Hemoglobinopati
Konsey’inin son verilerine gore tasiyict sikligi Adana’da %10, Antakya’da 9%10.5,
Mersin’de  13.6, Antaya’da %2.5, Diyarbakir’da 9%0.5, Mugla’da %0.5
sikliktad ®3547.6365.71.72

Hastaligin patogenezinde oraklagsma ve vazookluzyon kilit rol oynar. OHA’daki
klinik  belirtilerin  ¢ogunlugu kan akigkanligmin azalmasi ile ilgilidir.Kanin
akiskanliginin  azalmasmin  nedenleri arasinda eritrosit zarmin katilagsmasi,
hemoglobinin polimerizasyonu ve hiicre i¢i hemoglobin diizeyinin artis1 sayilabilir.
Oraklasmis hiicrenin damar endoteline yapiskanliginin artmasi1 dokularin perfiizyonunda
azalmaya yol acar. Bu durgunluk dokuda oksijen doygunlugunun diismesine ve daha
sonra oraklasmaya yol agan kisir dongiiniin devamina neden olur. Sonucta dalak, kemik
ilig1 ve plasentada doku infarktlar ve fibrozis goriiliir.

OHA’I1 hastalarda vaskiiler endotelyal hasar nedeniyle nétrofillerin dolagimdaki
artisina bagli olarak 16kositoz goriilebilir. Awogu ve arkadaslar1 krizde olmayan 200
OHA’l1 ¢ocuk ile ayn1 yas ve cinsiyet grubunda hemoglobin 6rnegi HbAA olan 60
cocugun kan saymmi degerlerini karsilagtirmis, ortalama 16kosit sayisi hasta grubunda
12,4+3,0x109/L, kontrol grubunda 5,2+1,9x109/L olarak bildirmistir (p<0,001)’.

Calismamizda kriz donemindeki OHA’l1 hastalarda bakilan 16kosit sayilari
(15511,2+4286,3/mm?)  kriz  dis1  donemde  bakilan  16kosit  sayilarina
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(10867,7+£3158,4/mm?) gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p<0,001). Kriz dis1
donemde bakilan 16kosit sayilar1 (10867,7+3158,4/mm?) ile kontrol grubunda bakilan
16kosit sayilara gore (7441,3+1632,5/mm?) literatiirle uyumlu olarak anlamli yiiksek
bulunmustur(p<0,001). Calismamizda kriz donemi ile kontrol grubu karsilastirildiginda
16kosit sayilart anlamli olarak yiiksek bulundu (p<0,001). Bu durum krizde enfeksiyon
baslatilmasina, hemapoezin hizlanmasimna ve krizde lokositlerin damar duvariyla
etkilesmesine bagli olabilir.

MikroRNA(MiRNA), genom iizerinde protein kodlayan intron veya ekzon
bolgeleri ve protein kodlamayan bolgelerdeki RNA genlerinden transkripsiyonu
saglanan, fakat proteine translasyonu ger¢eklesmeyen 19-25 niikleotid uzunlugunda

RNA’lardir*.

MiRNA lar hematopoez dahil bir¢ok hiicresel olayda kilit rol oynar; miRNA ile
eritropoez iligkisini arastiran ¢alismalar 2 grupta toplanir; birincisi eritropoezde miRNA
diizeylerinin o6l¢iilmesi, ikincisi ise islevsel diizeyde miRNA eritropoez iliskisinin

belirlenmesidir. Ikisinin birlikte arastirilmasi1 daha yaygin olmaya baslamistir.

MiRNA lar1 tanimlamak ve olast hedef genleri bulmak {izere ¢esitli in vivo ve in
vitro c¢alismalar mevcuttur.in vitro ¢alismalarda eritroid olgunlasma siirecinde
basamaklar1 uyarict ve durdurucu ilag kullanimi sonrasi saptanan degisiklikleri
dogrulamak amaciyla in vivo c¢aligmalar yapilmaktadir. Bu ¢alismalarda insan
embriyonik kok hiicreleri, K562 hiicreleri, periferik ve umblikal kord kan hiicreleri in

vitro ¢alismalarda kulanilmaktayken zebra balig1 in vivo model olarak kullanilmaktadir.

Dore ve arkadaslar1 tarafindan zebra balig1 embriyolarinda yapilan ¢alismada
miR-144/451 lokusunun GATA-1 tarafindan diizenlendigi gama globilin gen

transkripsiyonunu indiikledigi bulunmugtur®"

Fu ve arkadaglar tarafindan zebra baligi embriyolarinda yapilan ¢alismada miR-
144 iin KLFd mRNA iizerinden embriyonik eritropoezde alfa globilin transkripsiyonunu

baskiladigi bulunmustur*’,

Calismamizda OHA’l1 hastalarin kriz doneminde mir-451 diizeyi yiiksek olan
hastalarin HbF diizey iliskisi degerlendirildiginde aralarinda istatistiksel olarak anlamli

pozitif korelasyon oldugu bulundu (p=0,017). Hastalarin g¢ogunlugunda (on yedi
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hastada on altist hidroksiiire kullanmakta) hidroksitire kullanimi HbF diizeyi
yiikselmesine dolasiyla da miR-451 diizeyinin yiliksek cikmasinda rol oynayabilir.
Genelleme yapmadan evvel miR-451 diizeyini hidroksitire kullanan ve

kullanmayanlarda karsilagtiracak sayida hastada caligilmasi gerekir.

Pase ve ark. tarafindan zebra baligin1 mutanti olan meunier (mnr) tizerinde (miR
144/451 ekspresyon diizeyi diisiik) yapilan calismada eritropoezin normal bagladigini
ancak eritrosit maturasyonunun geciktigini gbzlemlemisler, mMIR-451"in asir
ekspresyonunun ise transkripsiyon faktor gata2 {izerinden eritroid maturasyonu kismen

kurtardigini belirtmigtir'*.

Yu ve ark. tarafindan zebra baligi embriyolarinda yapilan ¢alismada mir-451’in
14-3-3 { mRNA iizerinden FoxO3 transkripsiyon faktoriinii inhibe ederek eritroit
antioksidan genlerde pozitif diizenleyici oldugu saptanmustir™®, Bizim hastalarimizda

hidroksiiire kullananlarda HbF artimina pozitif katki yapmis olabilir.

Chen ve ark. tarafindan saglikli 7 kisi ve 12 homozigot orak hiicre hastaligi olan
hastanin eritrosit mikroRNA ekspresyon profilleri karsilastirildiginda iki grup arasinda
orak hiicre hastaligi olanlarda miR -29A, miR -144, miR -451, ve miR -140 diizeyinin
yiksek oldugu miR-320, miR-181, miR-LET7 ve miR-141 diizeyinin azaldig1

gézlenmistir24.

Sangokoya ve ark. tarafindan orak hiicre anemili hastalar ile saglikli kisilerin
miRNA diizeylerinde farklilik oldugu bulunmustur. miR-144 {n NRF2 mRNA
tizerinden antioksidan kapasiteyi azalttigi, hemolize ve anemi yol agtigi bulunmustur.

mMiR-144 diizeyinin yiiksek oldugu kisilerde agir anemi gézlenmistirllz.

Calismamizda Chen ile Sangokoya ve ark. yaptigi ¢alismalarla uyumlu olarak
miRNA 451 diizeyi OHA’ll hastalarin kriz dist donemi ile  kontrol grubu
karsilastirildiginda anlamli olarak yiiksek bulundu (p=0,021) miRNA 144 diizeyi
OHA’lh hastalarin kriz dis1 donemi ile kontrol grubu karsilagtirildiginda yiiksek

olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli fark yoktu (p=0,103)

Ayrica ¢alismamizda OHA’l1 hastalarin kriz doneminde mir-144 diizeyi yiiksek
olan hastalarin hematokrit diizey iliskisi degerlendirildiginde Sangokoya ve ark. yaptigi
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calismalarin aksine aralarinda istatistiksel olarak pozitif korelasyon (p=0,017) oldugu
bulundu (p=0,017) ancak bu korelasyonun hasta sayisinin az olmasi ve hidroksiiire
kullanan hasta sayisinin oraninin ¢ogunlugu nedeniyle daha dikkatli yorumlanmasi

,hidroksiiire kullanmayan hastalarla karsilastirmali degerlendirilmesi gerekir.

Rasmussen ve ark. yapilan ¢alismada eritroid hemostazinda gerekli olan miR-144
ve miR-451 argonaute 2’ye bagimli oldugu, miR-144/451"den eksik farelerde gec
eritroblast maturasyonu hiicre otonomisinin bozulmasina ve sonugta eritroid hiperplazi,
splenomegali ve hafif anemiye yol agtigi gosterilmistir. Gen ifade analizi ile miR-
144/451 kiimesi gen ifadesinde araci olarak ¢alisir ve birgok genlerin ifadesini saglar.
Yaptiklar1 gozlemlerde miR-451’in ekspresyon diizeyinin miR-144 diizeyinden
fazlasiyla yiiksek oldugunu belirtmistir. Ayrica miR-451’in terminal eritropoezde rol
aldigin1 gostermek amagli sadece mMiR-451 eksik fareler ile miR-144 olup miR-451
eksik fareler arasinda karsilastirma yapilmistir. Sadece miR-451 eksik fareler ile miR-
144 olup miR-451 eksik farelerin eritroid maturasyonu gecikmesinde fark olmadigini

gézlemlemislerdirlM.

Calismamizda OHA’l1 hastalarda yil i¢indeki kriz siklig1 ile kriz disi donemdeki
MIRNA diizeyleri karsilastirildi, kriz sikligi ile miRNA diizeyleri arasinda bir

korelasyon saptanmadi.

Calismamiz literatiire bakildiginda orak hiicre anemili hasta ¢ocuklarda miRNA
diizeylerinin saptanmasi agisindan yapilan az sayida olan klinik ¢aligmalardan biridir.
Son yapilan ¢aligmalarda miRNA diizeyinin globilin gen ekspresyonu iizerinden HbF

1 Cocuklarda orak

dretimini artirarak terapotik amaglh kullanimi hedeflemektedir
hiicre anemisinde miRNA diizeyinin yiiksekligi ile hastaligin prognozu arasinda kesin
iliski kurulabilmesi amaciyla bu konuyla ilgili ¢oklu merkezlerde daha kapsamli

calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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OHA’11 hastalarda kriz doneminde bakilan 16kosit sayilari kriz dis1 doneme gore
anlamli olarak yiiksek bulundu (p<0,001).

OHA’l1 hastalarda kriz doneminde bakilan 16kosit sayilar1 kontrol grubuna gore
anlamli olarak yiiksek bulundu (p<0,001).

OHA’l1 hastalarda kriz doneminde bakilan graniilosit degerleri kriz dis1 doneme
gore yiiksek bulundu ancak istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0,062).
OHA’l1 hastalarda kriz doneminde bakilan lenfosit degerleri kriz dis1 donemine
gore anlamli olarak diisiik bulundu (p=0,043).

OHA’l1 hastalarda kriz doneminde bakilan Hb degerleri kriz dis1 doneme gore
anlamli olarak diisiik bulundu (p=0,003).

OHA’11 hastalarda kriz doneminde bakilan HbS degerleri kriz dis1t doneme gore
yiiksek bulundu ancak istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0,246).

OHA’l1 hastalarda kriz doneminde bakilan miRNA 451 diizeyi kriz dis1 doneme
gore anlamli olarak ytiksek bulundu (p=0,001).

OHA’ 11 hastalarda kriz doneminde bakilan miRNA 451 diizeyi kontrol grubuna
gore anlaml olarak yiiksek bulundu (p=0,003).

OHA’l1 hastalarda kriz disi donemde bakilan miRNA 451 diizeyi kontrol
grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulundu (p=0,021).

OHA’]1 hastalarda kriz doneminde bakilan miRNA 144 diizeyi kriz dis1 doneme
gore anlamli olarak ytiksek bulundu (p=0,004).

OHA’l1 hastalarda kriz doneminde bakilan miRNA 144 diizeyi kontrol grubuna
gore anlamli olarak yiiksek bulundu (p<0,001).

OHA’l1 hastalarda kriz dist dénemde bakilan miRNA 144 diizeyi kontrol
grubuna gore yiiksek bulundu ancak istatistiksel olarak anlamli degildi
(p=0,103).

OHA’]1 hastalarda kriz siklig1 0-3 kez/yil ile >4 kez/yil olan gruplar arasinda ile
kriz dis1 donemde bakilan mMIRNA 451, miRNA 144 diizeyleri arasinda

istatistiksel olarak anlaml: bir fark bulunmadi.
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14- OHA’l1 hastalarda kriz donemindeki miRNA 451 ile HbF diizeyleri arasindaki
iliski degerlendirildiginde miRNA diizeyi ile anlamli olarak pozitif korelasyon
saptand1.(p=0,017)

15- OHA’l1 hastalarda kriz donemindeki miRNA 144 ile Htc diizeyleri arasindaki
iliski degerlendirildiginde miRNA diizeyi ile anlamli olarak pozitif korelasyon
saptand1.(p=0,017)
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