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OZET

Amagc: Bu ¢alismada, genel durumu stabil (son 2 ayda kriz ge¢irmemis ve trans-
flizyon almamis) orak hiicreli anemi hastalarinin plazma ve hemolizat ortamlari-
nin bazi 6énemli iyonlar (¢inko, bakir, demir, kalsiyum) yoniinden tastyicilarla kar-
silagtirilmasi amaglanmustir.

Gereg ve yontemler: Son iki ay i¢cinde genel durumu stabil olan 15 orak hiicre has-
tas1 ve 13 tasiyici galismaya dahil edilmistir. Plazma ve hemolizat olarak ayrilan or-
neklerde iyon diizeyleri atomik absorpsiyon spektrometrisi teknigiyle calisilmistir.
Bulgular: Cinko diizeyleri, hasta ve tasiyici plazmalarinda benzer, hemolizat-
ta ise hastalarda tastyicilardan yiiksektir (p=0.011). Bakir diizeyleri, hasta plaz-
malarinda tagiyicilara kiyasla yiiksek (p=0.013), hemolizatta ise tasiyicilardan dii-
stiktiir (p=0.000). Demir diizeyleri, hasta plazmalarinda tastyicilardan diisiikken
(p=0.001), hemolizatta hasta ve tasiyicilarda benzerdir. Kalsiyum diizeyleri, has-
talarda hem plazmada hem de hemolizatta tasiyicilardan yiiksektir (p=0.013 ve
p=0.003).

Sonug: Bu 6n ¢aligmada stabil durumdaki orak hiicreli anemi hastalarinin plazma
ve eritrosit ortaminin (plazma ¢inkosu harig) incelenen iyonlar yoniinden tasiyici
ortamindan farkli oldugu goriilmiistiir. Orak hiicreli anemideki iyonlarin durumu-
nun, etkilesimlerinin ve organizmadaki etkilerinin anlasilmasi agisindan daha ge-
nis sayida ve farkli klinik tablolar1 olan orak hiicreli anemi hastalarinin incelenme-
si yararli olacaktir.

Anahtar kelimeler: Orak Hiicreli Anemi, Stabil Durum, Bakir, Cinko, Demir,
Kalsiyum

ABSTRACT

Objective: Copper, zinc, iron and calcium levels in the blood samples of sickle cell
anemia patients and carriers living in Mersin were analyzed and compared with
each other in this study. It was aimed to present the alteration in the ion levels, na-
mely zinc, copper, iron and calcium, in sickle cell anemia.

Material and methods: 15 sickle cell anemia patients with stable clinics within the
last two months and 13 carriers were included in the study. Ion levels were analy-
zed by atomic absorption spectrophotometry in the samples separated as plasma
and hemolysate.

Results: Plasma zinc levels were similar between patients and carriers whereas
zinc levels in the hemolysate of the patients were higher than carriers (p=0.011).
Copper levels of patients were higher in the plasmas (p=0.013), and lower in the
hemolysates (p=0.000) compared to the carriers. Iron levels were lower in patients
than carriers in the plasma (p=0.001) and similar between two groups in the he-
molysate. Calcium levels of the patients were higher than the carriers in both the
plasma and hemolysate (p=0.013 and p=0.003).

Conclusion: In this preliminary study it was observed that the plasma and hemoly-
sate medium of sickle cell anemia patients is different from carriers except plasma
zinc levels. It will be useful to investigate a larger population of patients with diffe-
rent clinical presentations to understand the situation of the ions, their interactions
and impacts on the organism in sickle cell anemia.
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Giris

Hemoglobin genindeki bir nokta mutasyona bagli ortaya
¢ikan orak hiicreli anemi (OHA), literatiire ilk molekii-
ler hastalik olarak girmistir. Orak hemoglobin oksijen-
sizlik, asidoz gibi durumlarda eritrosit i¢inde polimer-
lesirken, eritrositte methemoglobin, hemikrom, hemin
ve hem olusumu artmistir [1-2]. Ayrica kronik hemo-
liz sonucu agiga ¢ikan hiicre igerigi de plazmanin kim-
yasal bilesimini degistirmekte ve inflamatuvar bir or-
tam hazirlamaktadir [3]. Bir nokta mutasyona bagli orta-
ya ¢tkan OHA ‘daki bu karmasik siirecin anlasilmasin-
da, metabolik olaylarin akisinda kilit rolleri olan iyonlar
O6nem kazanmistir.

OHA hastalarinda antioksidan ozellikleri iyi bilinen
¢inko iyonunun, plazma, eritrosit, sa¢ gibi dokularda
eksildigi bildirilmis [4-5], yine idrarla ¢inko kaybedildi-
g1 gosterilmistir [6]. Bir caligmada cocukluk cagt OHA
hastalarinin % 44’inde ¢inko eksikligi saptanmistir [7].
Ancak OHA hastalarinin kontrolle benzer ¢inko diizey-
lerine sahip oldugunu bildiren ¢alismalar da vardir [8].
Cinko diizeylerindeki degisim siklikla bakir dengesini
de etkilemektedir [9,10]. Cinko eksikligi goriilen doku-
larda bakir diizeylerinin arttig1 gosterilmistir [11]. OHA
hastalarinda plazma bakir diizeylerini artmis [12,13]
veya benzer bulan ¢aligmalar vardir [5,14].

OHA’ daki bir diger 6énemli iyon da hemoglobin yapi-
sinda yer alan demirdir. OHA hastalarinda kronik he-
moliz nedeniyle idrarla demir kaybi1 artmakta [15] ancak
tedavi amagli uygulanan transfiizyonlar neticesinde de-
mir birikimi de gozlenebilmektedir [16)]. Demir bakir-
la birlikte oksidasyonu tetiklemesi bakimindan énemli-
dir. Orak eritrositlerde demir miktarinin kontrole kiyas-
la arttig1 [17], ayn1 kaldig1 veya azaldig1 rapor edilmis-
tir [18].

Orak eritrositlerde 6zellikle oksijensizlik sirasinda kal-
siyum iyonu derigiminin arttig1 gosterilmistir [19]. Kal-
siyum hiicre i¢inde bir¢ok metabolik olay1 baslatabil-
mektedir [20]. OHA hastalarinda plazma kalsiyum dii-
zeyleriyle ilgili az sayida ¢aligma vardir [21-23].
Ulkemizde OHA hastalarinda ¢inko, bakir ve demir
iyonlarinin durumuyla ilgili iyon diizeylerini arastiran
calismalardan ¢esitli sonuglar elde edilmistir [24-26].
Kalsiyum diizeyleriyle ilgili ¢aligmaya rastlanmamistir.
Cesitli calismalarda, hastalarin klinik durumuna bagli
olarak farkli sonuglar alinmig olabilir. Pek ¢ok makale-
de hasta se¢iminin ne sekilde yapildiginin agik olmama-
s1, kiyaslama yapmay1 zorlastirmaktadir. Bu 6n ¢aligma-
da o6zellikle son iki aydir krize girmemis ve transfiizyon
almamis hastalar secilerek, eritrosit ve plazmalarindaki
iyonik ortamin tastyicilarla karsilagtirilmasi amaglan-
mustir. {leriki ¢alismalarimizda daha fazla sayida denek-
le ve farkl klinik tablolar1 olan hasta gruplariyla c¢aligi-
larak, stabil durumdaki ortamin saglikli ortam ve kriz
ortamindan farkinin ve tedavi ile saglikli ortama ne de-
rece yaklasabildiginin anlasilmas1 amaglanmaktadir.

Turk J Biochem, 2010; 35 (3) ; 203-207.

204

Gerec¢ ve Yontem

Hastalar

Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi’nden etik kurul izni
alinarak, Cocuk Hematolojisi boliimiinde takip ve teda-
vi edilen orak hiicreli anemi hastalarindan, son iki ay
icinde vazookliizif kriz gecirmemis, transfiizyon alma-
mis ve hastaneye yatmamis, genel durumu stabil olan
¢ocuklar ¢alismaya dahil edilmistir (N=15). OHA ve ta-
styicilik tanist elektroforez, HPLC ve B globin geni mu-
tasyon analizi ile konulmustur.15 OHA hastasinin 9 ta-
nesi SS ve 6 tanesi SP genotipindedir. Hastalarin 4 tane-
si ¢inko, 12 tanesi hidroksiiire tedavisi almaktadir. Tasi-
yict ¢ocuklar hastalarin kardes veya akrabalarindan se-
¢ilmistir (N=13).

Kan Ornekleri

EDTA’l1 tiiplere alinan kan 6rnekleri 2500 devir/dk’da
10 dk santrifiij edilmis, plazmalar ayrilmistir. Eritrosit
paketi soguk %0.9 NaCl ile ii¢ kez yikanmistir. Plaz-
ma ve eritrosit drnekleri ¢aligma giiniine kadar -20°C’de
saklanmistir.

Iyon Diizeyleri Ol¢iimii

Plazma ve hemolizatta bakir, demir, ¢inko ve kalsiyum
diizeyleri alev atomizorlii ve doteryum lambali Ato-
mik Absorpsiyon Spektrofotometri (AAS) cihaziyla
(Analyst-800, Perkin Elmer, ABD) dl¢iilmistiir. Kulla-
nilan pipetler ve diger cam malzeme en az 1 saat siilfok-
romik asit karisiminda (konsantre siilfirik asit ¢ozelti-
sinde doyurulmus potasyum dikromat) bekletilerek dei-
yonize su (Barnstead, 18.2 MQ cm) ile yikanmistir. Tim
Olgtimlerde analitik olgiitteki reaktifler ve deiyonize su
(Barnstead, 18.2 MW cm) kullanilmistir. Stok standart
gozeltiler elementlerin nitrat tuzlari, Cu(NO,),.3H,0
(Merck, Darmstadt, Almanya), Zn(NO,),.6H,0 (BHD,
Poole, Ingiltere), Fe(NO,),.9H,0 (Merck, Darmstadt,
Almanya) ve deiyonize su ile 1000 mg/L olacak sekilde
hazirlanmistir. Kalsiyum igin standart ¢ozelti Perkin El-
mer Pure, Atomic Spectroscopy Standard, (1000 pg L)
kullanilarak hazirlanmistir. Plazma 6lgliimlerinde 15 kez
seyreltme, sadece kalsiyum i¢in 30 kat seyreltme uygu-
lanmistir. Hemolizat 6l¢iimlerinde ise 10 kez seyreltme,
sadece demir igin 70 kez seyreltme uygulanmistir. AAS
cihazinda; bakir (II) i¢in 324.8 nm, kalsiyum (II) igin
422.7 nm, ¢inko (II) i¢in 213.9 nm ve Fe (III) i¢in 248.3
nm dalga boylari ile dlgiim yapilmistir. Plazmada kal-
siyum diizeyi, hemolizatta ise demir diizeyi mg/dl ola-
rak, diger tiim iyon diizeyleri ise pg/dl olarak ifade edil-
mistir.

Istatistiksel Degerlendirme

SPSS paket programi (Siiriim 15) kullanilmis, grup orta-
lamalar1 Mann-Whitney U testi ile kiyaslanmistir. P de-
gerlerinde Bonferonni diizeltmesi yapilmistir.

Oztas ve ark.



Bulgular

Hastalarin genel ozellikleri

Hastalarda ortalama yas 8.5+4.2 ve tasiyicilarda 7.7+£3.9
olup aralarinda anlamli fark yoktur. Hasta ve tastyicilar
cinsiyet bakimindan benzerdir.

Iyon Diizeyleri

Hasta ve tasiyicilara ait ortalama ¢inko, bakir, demir
ve kalsiyum iyonlarinin plazma ve hemolizat diizeyle-
ri Tablo-1’de Ozetlenmistir. Literatiirde saglikli ¢ocuk-
lardaki plazma iyon referans araligi [27] da ayni tablo-
da verilmistir.

Cinko diizeyleri, plazmada hastanin ¢inko kullanimin-
dan etkilenmezken, hemolizat ¢inko diizeyleri ¢inko
kullanan hastalarda yiiksektir (p=0.004). Hastalarin he-
molizat ¢inko diizeyleri tagiyicilardan yiikksek bulunduy-
sa da (p<0.05), ¢inko kullanan hastalar analiz dis1 tutul-
dugunda hasta ve tasiyicilara ait hemolizat ¢inko diizey-
leri benzer bulunmaktadir (Tablo 1).

Bakur diizeyleri, hasta plazmalarinda tastyicilara kiyasla
yiksek (p=0.013), hemolizatta ise tastyicilardan diisiik-
tlir (p=0.000) (Tablo 1).

Demir diizeyleri, hasta plazmalarinda tasiyicilardan di-
sikken (p=0.001), hemolizatta hasta ve tasiyicilarda
benzerdir (Tablo 1).

Kalsiyum diizeyleri, hastalarda hem plazmada hem
de hemolizatta tasiyicilardan yiiksektir (p=0.013 ve
p=0.003) (Tablo 1).

Tartisma

Bu ¢alismada, genel durumu stabil (son 2 ayda kriz ge-
¢irmemis ve transfiizyon almamig) orak hiicreli ane-
mi hastalarinin plazma ve hemolizat ortamlarinin bazi

onemli iyonlar (¢inko, bakir, demir, kalsiyum) yoniin-
den tastyicilarla karsilastirilmast amaglanmistir. Aras-
tirma i¢in ayni1 merkezde, diizenli takip edilen ve son iki
ay i¢inde klinik durumu stabil olan hastalar segilmistir.
Kontrol grubu ise ¢cogunlukla kardes ve akraba olan tagi-
yicilardan olusturulmustur. Béylece sosyoekonomik du-
rum ve beslenme aliskanliklar1 gibi faktorler benzer tu-
tulmustur.

Cesitli calismalarda OHA hastalarinda plazma veya
serum ¢inko diizeylerinin kontrole gore diisiik oldugu
bildirilmistir [28-30]. Diger yandan OHA hastalarinin
plazmalarinda normalle benzer ¢inko diizeyleri bildiren
calismalar da vardir [31,32]. Ulkemizde OHA hastala-
rinda plazma ¢inko diizeylerini tastyici ve sagliklilardan
diisiik veya benzer olarak bildirilmistir [25,26]. Bizim
calismamizda plazma ¢inko diizeyleri hasta ve tasiyici-
lar arasinda anlamli fark gostermemistir. Hastalarin 4
tanesi ¢inko tedavisi almakla beraber plazma ¢inko dii-
zeyleri, tedavi almayan hastalarla benzerdir.

OHA’ da eritrosit ¢inko diizeylerini, hasta ve kontrol
grubunda benzer [5,31] veya hastalarda daha diisiik bu-
lan calismalar vardir [33]. Ulkemizde yapilan bir ¢alis-
mada hastalarin hem plazmasinda hem de eritrositlerin-
de cinko diizeylerinin diisiik oldugu bildirilmistir [26].
Bir bagka calismada ise plazma ¢inko diizeyleri kont-
rolle benzer olan hastalarda, eritrosit ve sagta da ¢inko
eksikligine rastlanmamistir [25]. Bizim bulgularimiza
gore; ¢inko kullaniminin eritrosit ortaminda ¢inko dii-
zeylerini tastyicilara kiyasla yiikselttigi, ancak plazma-
da bdyle bir degisime yol agmadigi goriilmektedir. An-
cak bu bulgunun daha fazla sayida denekle dogrulan-
masi gerekir.

Hastalarimizin plazma bakir diizeyleri tasiyicilara gore
ylksek bulunmustur. Literatiirde de OHA’l1 hastalar-

Tablo 1. Orak Hiicreli Anemi hastasi ve tastyicist cocuklarda plazma ve hemolizat ¢inko, bakir, demir ve kalsiyum diizeyleri (ortalama

+standart sapma)

Hasta Tasiyici Saglam Referans
(N=15) (N=13) Araligi (27)
Plazma ‘
Cinko (umol/L) 20.26+5.83 17.56+5.37 10.7-18.4
Bakir (umol/L) 19.32+4.51 * 14.24+4.03 12.56-25.12
Demir (umol/L) 17.91+1.30 t 21.07+2.70 9.0-21.5
Kalsiyum (mmol/L) 2.62+0.43* 2.21+0.41 2.20-2.70
Hemolizat
Cinko (umol/L) 11.40+3.01 * 9.56+1.79
Bakir (umol/L) 1.81+0.30 * 3.05+0.41
Demir (mmol/L) 1.22+0.25 1.35+0.19
Kalsiyum (pmol/L) 10.26+6.41 t 9.65+5.49

*p<0.05, tp<0.005, *p<0.001

Hasta plazmalarinda bakir ve kalsiyum diizeyleri tasiyicilardan yiiksek, demir diizeyleri ise diistiktiir. Hasta hemolizatlarinda ¢inko ve

kalsiyum diizeyleri tasiyicilardan yiiksek, bakir diizeyleri ise diistiktiir.
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da benzer sekilde yiiksek bakir diizeyleri bildiren ¢a-
lismalar vardir [13,28,29]. Ancak hasta ve kontrolle-
rin benzer bakir diizeyine sahip oldugu da bildirilmis-
tir [5,34]. Turkiye’de yapilan bir ¢aligmada OHA has-
talarinin plazmasinda diigiik bakir diizeyleri tespit edil-
mistir [26]. OHA’ da plazma bakir diizeylerinin yiiksel-
mesi, ¢inko metabolizmast ile etkilesimin yani sira ba-
kir baglayici bir protein olan seriiloplazmin diizeyinde-
ki artigla da ilgili olabilir [35]. Stabil durumdaki OHA
hastalarinda, subklinik vazookliizyona bagli inflamas-
yon devam ettigi icin seriiloplazmin diizeylerinin nor-
malden yiiksek olabildigi bildirilmistir [36]. Literatiir-
deki OHA hastalarinin plazma bakir diizeyleriyle ilgi-
li farkli sonuglarin yer almasi, ¢aligmaya alinan hastala-
rin klinik durumlarinin farkliligindan kaynaklanabilir.
Hastalarin klinik durumlarinin daha agik olarak belir-
tilmesi halinde bu farkliliklarin nedenleri daha iyi anla-
silabilir. Bu ¢alismada hastalarimizin eritrosit bakir dii-
zeyleri disiik bulunmustur, bu sonug tilkemizden yapil-
mis bir ¢aligmayla uyusmaktadir [26]. Literatiirde OHA
hastalarinda eritrosit bakir diizeylerini kontrolle benzer
bulan bir ¢aligma vardir [5].

Calismamizda hastalara ait plazma demir diizeyleri ta-
styicilardan diisiik bulunmustur. Literatiirde hem ¢ocuk
hem de eriskin orak hiicreli anemi hastalarinda plazma
demir diizeylerini diisiik bulan ¢aligsmalar vardir [37,38].
OHA’da kronik intravaskiiler hemolize bagli plazma de-
mir diizeylerinde gecici yilikselme ve takip eden idrarla
kay1p neticesinde de demir eksikligi goriilebilir. Hasta-
larimizin eritrosit demir igerigi tagiyicilardan diisiiktiir.
Bu durum OHA hastalarinda siirekli Hb yapiminin uya-
rilmig halde olmasi ve demir depolarinin yetersiz kal-
masiyla ilgili olabilir.

Bu g¢aligmada hastalarin plazma total kalsiyum diizey-
leri tastyicilara gore yiiksek bulunmustur. Literatiirde
OHA hastalarinda plazma ve serum kalsiyum diizey-
lerini kontrole gore diigiik [21,22] veya benzer [39] bu-
lan galigmalar vardir. Calismamizda hemolizat kalsi-
yum diizeyleri ise hastalarda tasiyicilardan yiiksek bu-
lunmustur. Orak eritrositlerde 6zellikle oksijensizlik si-
rasinda kalsiyum iyonu derigiminin arttig1 gosterilmis-
tir [19]. Oksijensiz in vitro ortamla ve kriz donemi has-
talarina ait 6rneklerle calismak konunun daha iyi aydin-
latilmasini saglayabilir.

Sonug olarak OHA’da iyon diizeyleriyle ilgili ¢alisma-
lardan ¢ok farkli sonuglarin elde edilmesi, se¢ilen has-
talarin klinik durumu ve hastaligin seyriyle ve fenotipik
cesitliligiyle [40] veya Ol¢limde kullanilan metotlarin
farkliligiyla ilgili olabilir. Bu ¢alismada, stabil durum-
daki orak hiicreli anemi hastalarinin plazma ve eritrosit
ortaminin, incelenen iyonlar yoniinden (plazma ¢inko-
su hari¢) tastyici ortamindan farkli oldugu goriilmiistiir.
Bu durumda stabil (semptomsuz) dénemde iyon ortami-
nin, hastalik belirtisi gdstermeyen tasiyici ortamindan
farkliligini korudugunu sdyleyebiliriz. Ayrica bulgula-
rimiza gore ¢inko kullaniminin plazmada diger iyon dii-
zeylerini etkilemedigi, eritrositte ise ¢inko diizeylerini
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artirdig1, demir diizeylerini ise tasiyicilarla benzer dii-
zeye getirdigi gdzlenmistir. Ancak ¢inko kullanan sade-
ce 4 hastamiz oldugu i¢in bu bulgularin daha fazla say1-
da hasta ile dogrulanmasi uygundur.

Bu arastirma bir 6n ¢aligmadir ve OHA’ daki iyon du-
rumunun, etkilesimlerinin ve tedavinin hastay1, “orak-
lasmayan ortama” ne derece yaklastirdiginin anlasila-
bilmesi i¢in daha genis sayida ve farkli klinik tablolar
olan (stabil durumda veya krizde) hastalarin incelenme-
si ve karsilagtirilmasi yararli olacaktir.
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