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OZET

Amacg: Hemoglobinopatiler diinyada goriilen en yaygin tek gen hastaliklaridir.
Hemoglobinopatilerden biri olan beta-talasemi igin postnatal donemde fetal y-globin
ekspresyonunun HbF diizeyini yiikseltmesi, modifiye edici faktorlerden biri olup,
hastalik semptomlarini azaltmaktadir. Bu ¢ergevede projemizin amaci, HbF diizeyi
yiiksek olan beta-talasemi major hastalarinda gamma globin promotor bolgesini regiile
eden transkripsiyon faktorii TAL1’in ekspresyonu ve HbF yiiksekligi arasindaki

iliskiyi aragtirmaktir.

Yontem: Calismamizda 30 beta-talasemi majorlic ve 30 normal kontrol bireyinde,
RNA izolasyonunu takiben, cDNA elde edilerek, TAL1 ekspresyon profili tayini i¢in
gRT-PCR yontemi kullanildi. Calismada referans olarak bir housekeeping gen olan
GAPDH kullanildi. Normalizasyonu takiben, TAL1 ile GAPDH ve normal
kontrollerin ekspresyon diizeyleri kiyaslandi. HbF yiiksekligi ile TAL1 ekspresyon

seviyeleri karsilastirildi ve tiim sonuglar ytlizde olarak hesaplandi.

Bulgular: Calismamiza alinan HbF’i yiiksek beta talasemi majorlii 30 hastanin
ortalama hemoglobin degeri 8,63 iken, ortalama HbF degerinin %10,23 oldugu
goriildii. En sik gortilen allelin %55 siklikla IVS.I.110 (G>A) alleli oldugu bulundu.
gRT-PCR sonuglarinda 30 hastanin %76,6’sinda (23 hastada) 1,1 ila 5,2 kat arasinda
artls gdzlenirken, 7 hastada normal seviyede tespit edildi. Iki katm altinda TALI
ekspresyonu 13 hastada gozlenirken, 2 katin {izerinde goriilen 10 hastadan 8’inin en

yuksek HbF diizeyine sahip oldugu bulundu.

Sonug¢: Calismamizda hasta sayisinin az olmasina ragmen, HbF’i yiiksek olan beta-
talasemi major hastalarimizin %76’sinda yiiksek HbF orani ile artmig TAL1 geni
ekspresyon seviyesi arasinda pozitif yonde bir iliski bulunmustur. Bu sonug bize,
TAL1 ve onun baglandig1 bolgelerin, HbF indiiksiyonu ile tedavi segenegi igin yeni

arastirma hedefleri olabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Hemoglobinopatiler, Beta-Talasemi Major, HbF, TALL, gRT-
PCR.



ABSTRACT

DETERMINATION OF TAL1 EXPRESSION AND ITS RELATIONSHIP
WITH HBF LEVEL IN BETA-THALASSEMIA MAJOR PATIENTS

Objective: Hemoglobinopathies are the most common single gene diseases seen in the
world. For beta-thalassemia, which is one of the hemoglobinopathies, the increase of
fetal y-globin expression in the postnatal period is one of the modifying factors and
decreases the symptoms of the disease. In this context, the aim of our project is to
investigate the relationship between the expression of the transcription factor TAL1
that regulates the gamma globin promoter region and HbF elevation in beta-
thalassemia major patients with high HbF levels.

Methods: In our study, gRT-PCR method was used for TAL1 expression profile by
obtaining cDNA following RNA isolation in 30 beta-thalassemia major and 30 normal
control individuals. GAPDH, a housekeeping gene, was used as a reference in the
study. Following normalization, expression levels of TAL1 and GAPDH and normal
controls were compared. HbF height and TAL1 expression levels were compared and

all results were calculated as percentages.

Results: The mean hemoglobin value of 30 patients with high HbF beta thalassemia
major included in our study was 8.63, while the mean HbF value was 10.23%. It was
found that the most common allele was the 1VS.1.110 (G> A) allele with 55%
frequency. While an increase between 1.1 and 5.2 times was observed in TAL1 levels
in 76.6% of 30 patients (23 patients) in the gRT-PCR results, it was found to be normal
in 7 patients. While TAL1 expression less than two times was observed in 13 patients,

8 out of 10 patients with more than 2 folds were found to have the highest HbF level.

Conclusion: Despite the small number of patients in our study, a positive relationship
was found between high HbF rate and increased TAL1 gene expression level in 76%
of our beta-thalassemia major patients with high HbF. This result shows us that TAL1
and its binding sites may be new research targets for the treatment option with HbF

induction.

Key words: Hemoglobinopathies, Beta-Thalassemia Major, HbF, TAL1, gRT-PCR.
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1. GIRIS

Hemoglobin yapimindan sorumlu globin genlerinin ekspresyonundan, inefektif
eritropoez ve kan hiicrelerinin apoptozuna kadar olan siiregte, mevcut mutasyonlar
hemoglobinopatilere neden olur ve mutasyona ugramis globin zincirlerine gore
isimlendirilirler (Keser ve ark., 2004). Beta Talasemi, diinya ¢apinda ve iilkemizde
ciddi klinik semptomlara ve hatta mortaliteye neden olan Onemli

hemoglobinopatilerden biridir (Keser, 2017).

Mevcut destekleyici tedavi yaklasimlar1 arasinda 6miir boyu siiren ilag uygulamalari
ve gozlem, splenektomi, diizenli kan transfiizyonunu igermektedir. Ancak
hematopoietik kok hiicre nakli (kemik iligi nakli) kalici ¢6ziim sunabilse de HLA-
uyumlu dondr bulma zorlugu, GVHD gibi immiin reaksiyon hastaliklar1 ve rekiirrensi

riski gibi dezavantajlara sahiptir.

Beta-talasemi, tek gen hastaligi olmasina karsin, genetik ve epigenetik modifiye edici
faktorlerle farkli klinik fenotipler gostermektedir. Ozellikle beta-talasemi major
fenotipinde goriilen HbF yiiksekligi ile patofizyolojinin daha hafif olmasi dikkat
cekmis ve Onemli bir arastirma alani yaratmistir. HbF’1 indiikleyen genetik ve
epigenetik faktorler birlikte, genom diizeltme igin yeni hedef bolge ve fonksiyonlar
daha ¢ok aydinlatildik¢a, bunlara yonelik tedavi yaklasimlarimin gelistirilmesi ve

cesitlendirilmesi ile hastalarin yasam kalitesinin artirilmasi saglanabilecektir.

Bu kapsamda, yukaridaki bilgiler 1s181inda, daha 6nceki ¢alismalarimiz olan HbF’in
epigenetik olarak indiiklenmesi, modifiye edici genlerin analizini takiben bu
projemizde de yiiksek HbF seviyesine sahip bir¢ogu ortak olan beta-talasemi majorlii
hastalarda yaptigimiz ¢alismanin amaci, fetal hemoglobin yapisinda yer alan gamma
globinin promotor bélgesine tutunarak ekspresyonunu saglayan TALL transkripsiyon
faktoriiniin qRT-PCR yontemiyle belirlenen ekspresyon seviyesi ile ayni hastalarin

HbF diizeyleri arasindaki iliskini arastiriimasidir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Hemoglobin

Hemoglobin molekiilii, omurgali hayvanlarin ve bazi solucanlar gibi yumusakcalarin
kirmizi kan hiicrelerinde yani; eritrositlerinde (yumusakgalarda plazmada) bulunup
dokulara ve organlara oksijen (O2) tasimaktadir. Insan kaninda sadece bir tek eritrosit
icinde yaklasik 270 milyon bulunan hemoglobin molekiilii bulunmaktadir.
Hemoglobin 4 globin aminoasit zincirinden olusmakta; her birine kovalent bagli 1
heme grubu ve bunlarin merkezlerinde bagli 1 Fe (demir) molekiiliinden olusup,
kuaterner yapida bir protein ozelligi tasirlar

(https://en.wikipedia.org/wiki/Red blood cell, Erisim tarihi: 01.09.2020).

Hemoglobin molekiiliiniin oksijen tasima yeteneginin yaklasik 500 milyon yil
oncesine dayandigi disiiniilmektedir (Miyata ve ark., 2020). Oksijen tasima
yetenekleri ise; yapilarindaki demir bagli globin zincirlerinin Oz elementine karsi
gosterdigi allosterik diizenleme sayesindedir (Perutz, 1989). Hemoglobinlerin oksijene

affiniteleri, O baglandik¢a yiikselir ve daha fazla oksijen baglamalarini saglar.

Anormal veya fonksiyonunu kaybetmis globin zincirleri O2’e baglanma yetenegi
gosteremezler veya farkli affinitelerle baglanma egilimi gosterebilirler. Globin
zincirlerinin Oz’e affinitesi ise ortam kosullarina ve globin cinsine ve globin
genlerinde meydana gelmis mutasyonlarin varligina bagli olarak degiskenlik

gostermektedir (Damsgaard ve ark., 2013; Perutz ve ark., 1981; Ronda ve ark., 2013)
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Sekil 2.1. Hemoglobin Proteininin Yapist (Hemoglobin.gen.tr, https://hemoglobin.gen.tr/, Erigim tarihi:
01.09.2020).
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Sekil 2.2. Heme Molekiiliiniin Yapis1 (Boundless,https://www.boundless.com/physiology/
textbooks/boundless-anatomy-and-physiology-textbook/respiratory-system-22/gas-exchange211/
oxygen- transport-1035-2202/, Erigim tarihi: 01.09.2020)

2.1.1. Hemoglobin Cesitleri

Hemoglobin molekiilii insanin prenatal gelisim donemleri olan embriyonik ve fetal
donem ile dogum sonrasi postnatal donemde farkli globin zincirleri igerdigi

goriilmektedir. Bunlar;

= Hemoglobin Portland,

= Hemoglobin Gower-1,

= Hemoglobin Gower-2,

= Hemoglobin F,

= Hemoglobin A,

= Hemoglobin A2 fonksiyonel hemoglobinlerdir.



Gebelik siiresince bebegin sahip oldugu hemoglobinler; ilk 8 hafta embriyonik
hemoglobinler (Gower-1 [(2€2], Gower-2 [02€2] ve Portland [(2y2]) ve 9. haftadan
sonra baskin olacak fetal hemoglobin (02y2)’dir. Dogumdan sonra Hb F (Fetal
Hemoglobin) miktar1 giderek azalacak ve 1 yasindan sonra toplam hemoglobin

icindeki orani %2 nin altina inecektir.

Her ne kadar zigot olusumunun 1. ayindan itibaren tiretilmeye baslasa da HbA, dogum

sonrast 6. aydan itibaren kandaki hemoglobinlerin yaklasik %95ini olusturacaktir.

Hb A2 (0282) dogumdan hemen sonra goriilmeye baslar ve %1,5-3,5 gibi diisiik
seviyede hayat boyu devam eder (Sekil 1.1) (Schecher, 2008).

Saglikli bireylerde hemoglobinin %95’ini HbA (2a, 2f3), %2-3’tinii Hb A2 (2a, 25) ve
%1’den azin1 Hb F (20, 2y) olusturmaktadir (Karakas, 2014).
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Sekil 2.3. Globin zincirlerinin gelisimsel siirecte sentezlendigi organlar ve oranlari
(Forget, 2011)



2.1.2. Globin Gen Aileleri

Hemoglobin yapisinda bulunan globin zincirlerinin ikisi beta-globin gen lokusundan,
iki tanesi ise a-globin gen lokusundan transkribe olurlar ve ii¢ boyutlu yapida aoff

globin dimerlerini olustururlar.
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Sekil 2.4. Kromozom 11 ve 16’da lokalize a ve B globin genleri. (Bahadir, 2009)

Insanda alfa-globin gen ailesi (HBA) lokusul6 numarali kromozomun kisa kolunda
(16p13.3) lokalizedir ve 5°-3” yoniinde sirasiyla HS-40, hassas lokus kontrol bolgesini
ve fonksiyonel HBZ, HBA2 (a2), HBAI (al), ve HBQI1 genlerini igerir.

HBB gen lokusu ise 11. kromozomun kisa kolunda (11p15.5) lokalize olup, 5°-3’
yoniinde sirastyla 5 hassas lokus kontrol bolgesi (HS 5-1) ve insan hayatinda sirastyla
aktif hale gelen; HBEL1 (g), HBG2 (y-G), HBG1 (y-A), HBD (8) ve HBB (B) genlerini
icermektedir. Homolog kromozomlarinda da ayni genler aymi pozisyonda

bulunmaktadirlar.
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Sekil 2.5. insan kromozomlari. HBA ve HBB gen lokuslarinin bulundugu kromozomlar (HBA 16.
Kromozom ve HBB 11. Kromozomda isaretlenmistir.) (Wikipedia, HBB geni; Wikipedia, HBA geni,
https://en.wikipedia.org/wiki/Hemoglobin, alpha 1; https://en.wikipedia.org/wiki/HBB, Erisim tarihi:
01.09.2020)

HBAL geni 16. Kromozomun p kisa kolunda 13.3 pozisyonunda yer alir ve 176,680
bp noktasindan 177,522 bp noktasina kadar devam eder. HBAZ2 geni ise HBA1 ile ayni
sitogenetik lokasyonda bulunmakla birlikte 172,876 bp noktasindan 173,710 bp
noktasina kadar devam etmektedir. Bu iki gen birbirinin yapisal olarak kopyasidir

fakat a2 geni a1’den 3 kat fazla a-globin zinciri olusturur. (Karakas, 2014)

Genomic Locations for HBA1 Gene
Genomic Locations for HBA1 Gene
chr16:176,651-177,522 (GRCh38/hg38) chr16:226,679-227,521 (GRCh37/hg19)
Size: 872 bases Orientation: Plus strand Size: 843 bases Orientation: Plus strand

Genomic View for HBA1 Gene
Genes around HBA1 on UCSC Golden Path with GeneCards custom track

Cytogenetic band: 16p13.3 by HGNC 16p13.3 by Entrez Gene 16p13.3 by Ensembl
HBA1 Gene in genomic location: bands according to Ensembl, locations according to GenelLoc (and/or Entrez Gene and/or Ensembl if different)
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RefSeq DNA sequence for HBA1 Gene
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Sekil 2.6. Alfa-1 globin zincirini kodlayan HBA1 geninin kromozom 16 {izerinde lokalizasyonu.
(GeneCards, https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=HBA1&keywords=HBA1, Erisim
tarihi: 01.09.2020)



Genomic Locations for HBA2 Gene
Genomic Locations for HBA2 Gene
chr16:172,847-173,710 (GRCh38/hg38) chr16:222,846-223,709 (GRCh37/hg19)
Size: 864 bases Orientation: Plus strand Size: 864 bases Orientation: Plus strand
Genomic View for HBA2 Gene
Genes around HBA2 on UCSC Golden Path with GeneCards custom track

Cytogenetic band: 16p13.3 by HGNC 16p13.3 by Entrez Gene 16p13.3 by Ensembl
HBA2 Gene in genomic location: bands according to Ensembl, locations according to GenelLoc (and/or Entrez Gene and/or Ensembl if different)
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RefSeq DNA sequence for HBA2 Gene

NC_000016.10
Sekil 2.7. Alfa-2 globin zincirini kodlayan HBA2 geninin kromozom 16 iizerinde lokalizasyonu.
(GeneCards, https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=HBA2&keywords=HBA1, Erisim
tarihi: 01.09.2020)

HBB geni 11. Kromozomun p kisa kolunda 15.4 pozisyonunda yer alir ve 5,225,464
bp noktasindan 5,229,395 bp noktasina kadar devam eder.

Genomic Locations for HBB Gene
Genomic Locations for HBB Gene

chr11:5,225,464-5,229,395 (GRCh38/hg38) chr11:5,246,694-5,250,625 (GRCh37/hg19)
Size: 3,932 bases Orientation: Size: 3,932 bases Orientation:
Minus strand Minus strand

Genomic View for HBB Gene
Genes around HBB on UCSC Golden Path with GeneCards custom track

Cytogenetic band: 11p15.4 by HGNC 11p15.4 by Entrez Gene 11p15.4 by Ensembl
HBB Gene in genomic location: bands according to Ensembl, locations according to GeneLoc (and/or Entrez Gene and/or Ensembl if different)
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RefSeq DNA sequence for HBB Gene
NC_000011.10

Sekil 2.8. B-globin zincirini kodlayan HBB geninin kromozom 11 iizerinde lokalizasyonu. (GeneCards,
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=HBB&keywords=HBB, Erigim tarihi:
01.09.2020)

Saglikl bir bireyde 4 adet a-globin geni, 2 adet B-globin geni bulunur. Bireyde 2 veya
daha fazla sayida gen kopyasi varsa, birey mutasyonun zararl etkilerinden belli bir
dereceye kadar korunur. Bu nedenle hemoglobinde en zararli mutasyonlar, B geninde

meydana gelmektedir (Sekil 2.4)

HBG1 geni de 11. Kromozomun p kisa kolunda 15.4 pozisyonunda, -globin gen
lokusunda yer alir ve 5,248,079 bp noktasindan 5,249,859 bp noktasina kadar devam
eder (Sekil 2.9).



Genomic Locations for HBG1 Gene
Genomic Locations for HBG1 Gene

chr11:5,248,079-5,249,859 (GRCh38/hg38) chr11:5,269,313-5,271,122 (GRCh37/hg19)
Size: 1,781 bases Orientation: Size: 1,810 bases Orientation:
Minus strand Minus strand

Genomic View for HBG1 Gene
Genes around HBG1 on UCSC Golden Path with GeneCards custom track

Cytogenetic band: 11p15.4 by HGNC 11p15.4 by Entrez Gene 11p15.4 by Ensembl
HBG1 Gene in genomic location: bands according to Ensembl, locations according to GeneLoc (and/or Entrez Gene and/or Ensembl if different)
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RefSeq DNA sequence for HBG1 Gene
NC_000011.10

Sekil 2.9. Gammal-globin zincirini kodlayan HBG1 (y-A) geninin kromozom 11 {izerinde
lokalizasyonu. (GeneCards, https://www.genecards.org/cgi-
bin/carddisp.pl?gene=HBG1&keywords=HBG]1, Erisim tarihi: 01.09.2020)

HBG2 geni ise 11. Kromozomun p kisa kolunda 15.4 pozisyonunda, B-globin gen
lokusunda yer alir ve 5,253,188 bp noktasindan 5,505,605 bp noktasina kadar devam
eder.

Genomic Locations for HBG2 Gene
Genomic Locations for HBG2 Gene

chr11:5,253,188-5,505,605 (GRCh38/hg38) chr11:5,274,420-5,667,019 (GRCh37/hg19)
Size: 252,418 bases Orientation: Size: 392,600 bases Orientation:
Minus strand Minus strand

Genomic View for HBG2 Gene
Genes around HBG2 on UCSC Golden Path with GeneCards custom track

Cytogenetic band: 11p15.4 by HGNC 11p15.4 by Entrez Gene 11p15.4 by Ensembl
HBG2 Gene in genomic location: bands according to Ensembl, locations according to GeneLoc (and/or Entrez Gene and/or Ensembl if different)
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RefSeq DNA sequence for HBG2 Gene
NC_000011.10

Sekil 2.10. Gamma2-globin zincirini kodlayan HBG2 (y-G) geninin kromozom 11 {izerinde
lokalizasyonu. (GeneCards, https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=HBG?2, Erisim tarihi:
01.09.2020)

HBG?2, diger bir deyisle globin G-gamma, ve HBGI1, diger bir deyisle globin A-
gamma, genleri fetal hemoglobinin gama zincirlerini kodlarlar. ki gamma zinciri
birbirinden sadece bir aminoasit ile ayrilir, HBG2 geninin 136. ve son kodonu glisin
amino asitini kodlarken, HBG1’in ise 136. ve son kodonu alanin amino asitini
kodlamaktadir (Schroeder ve ark., 1968).



Hem alfa hem de beta globin gen lokuslarinda yer alan globin genlerinin birinde veya
fazlasinda meydana gelen mutasyonlar farkli klinik fenotipe yol agan

hemoglobinopatilerle iligskilendirilmektedir.
2.2. Hemoglobinopatiler

Hemoglobinopati, hemoglobin bozukluklari, kanda fonksiyonu bozulmus
hemoglobinlerin sebep oldugu patofizyolojiye sahip hastaliklarin tiimiine
denilmektedir ve anormal olan globin zincirine gore isimlendirilir. Bunlar; anormal
hemoglobin varyantlari (orak hiicreli anemi, HbS gibi), talasemiler (Alfa Talasemi ve
Beta Talasemiler gibi) bunlara 6rnek gosterilebilir (Antonini ve Brunori, 1970, HbVar
Database, PSU Database ).

Hemoglobin anormallikleri {i¢ gruba ayrilabilir;

a) Nitel anormallikler (Hb varyantlar1, anormal hemoglobinler)

b) Kantitatif anormallikler [talasemiler ve HPFH (Hereditary Persistence of Fetal
Hemoglobin olup, kalitimsal fetal hemoglobin kaliciligi anlamina
gelmektedir.)],

c) Hem nitel hem de niceliksel anormallikler (Anormal hemoglobinler ve

talasemi birliktelikleri).

Niteliksel anormallikler yapisal bir kusura neden olur ve Hb varyantlar1 bu grubun
tipik oOrnekleridir (Ornegin Hb Antalya (Keser ve ark., 2001)). Kantitatif
anormalliklerde ise sorun, yapisal degil, sentezlenen globin miktarinda bir azalmadir.
Bu vakalar grubunda, globin zinciri az sentezlenir veya hi¢ sentezlenmez. Bu, HbA'nin
sirastyla, eksikligi veya yoklugu ile sonuglanir (Kutlar, 2014). Ornegin; p° talasemide
hig B-globin zinciri sentezlenemezken, B* veya B** talasemide azalmis B-globin zinciri
sentezi vardir (Basak, 2005).

Bir hastada nicel veya nitel anormallikler bir arada bulunuyorsa, ayn1 hastada talasemi
ve Hb varyantlarinin bir arada bulunmasi (HbS/B-thal. gibi) s6z konusu olabilir
(Kutlar, 2014).



Hemoglobinopatiler ise olusturduklar1 klinik tablolara goére dort ana grupta

incelenmektedir;

1- o talasemi sendromlar1 (Hidrops Fetalis bu sinifta ciddi patolojiye sahiptir).

2- P talasemi sendromlari (8 talasemi, HbE/P talasemi de bu gruba girer).
3- Orak hiicreli anemi (Hb S/S, Hb S/C, HbS/B-thal. ve daha az rastlanilan diger
Hb varyantlar1 (Hb S/D Punjab, Hb S/OArab ve Hb S/Lepore gibi).

4- Hemolitik anemi, polisitemi ve nadiren siyanozun oldugu Hb varyantlari.

5- HPFH ve HPFH- B-Talasemi birliktelikleri.

Tablo 2.1. Yaygin B-Hemoglobinopati tiirleri ve spesifik klinik bulgulari. (Aliyeva ve ark., 2018; Lo
ve Singer, 2002) (Hb: Hemoglobin, MCV: Mean Corpuscular Volume;Ortalama Hiicre Hacmi, MCH:
Mean Corpuscular Hemoglobin, Ortalama Hemoglobin Sayist)

Hemoglobinopati

p-Talasemi Tasiyicis1

p-Talasemi
major/intermedia

o*-p Heterozigot
o’-B Heterozigot

HbH Hastahg

op-Talasemi Tasiyicisi

Hb Lepore

HDbS Tasiyicisi
HbS Homozigot

HbS/B-Talasemi
HbS/ 6p-Talasemi
HbE Tasiyicisi

HbE Homozigot
HbE/B-Talasemi
HPFH Homozigot
HPFH-p Heterozigot

Kirmizi Kan Hiicresi
Degerleri

l MCV, l MCH, T RBC
L Ho

Normal

l MCV, l MCH

l MCV, l MCH

l MCV, l MCH

l MCV, l MCH

Normal

l Hb, normal MCV &
MCH

l Hb, l MCV, l MCH
Lmev, + men
Normal

l MCV, l MCH

L Ho

l Hb, l MCV

Normal

Hb Modelleri

T HbA2

T HbF
Normal
Normal ya da diisik HbA2
%3- %30 HbH

Normal ya da diisiik HbA2, T
HbF

Diisiik HbA, %80 HbF, %5-%15
anormal Hb

%35-%40 HbS
%5-%10 HbF, %75-%95 HbS

%5-%10 HbF, %65-%95 HbS
%25-%35 HbF, %75-%95 HbS
%25-%30 HbE

%5-%15 HbF, %85-%95 HbE
%40-%60 HbF, %40, %60 HbE
%100 HbF

%15-%40 HbF
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HPFH (Hereditary Persistence of Fetal Hemoglobin-Kalitsal Fetal Hemoglobin
Kalicilig1) bozukluguna sebep olan mutasyonlar, erigkin donemde HbF baskilanmasini
kisitlar. Ancak, genelde sessiz bir patoloji yaratabilir ve iyi huylu olarak bahsedilir.
Hatta HPFH, talasemilerle birlikte oldugu durumlarda aneminin koti etkilerini

azaltmaktadir. (De Sanctis ve ark., 2017; Weatherall ve Clegg, 2001)

Hemoglobinopatiler diinyada en yaygin, kalitimsal olarak resesif (bazi formlari
disinda) tek gen hastaliklarim1 olusturmakla birlikte, tedavisi global bir yiik
olusturmaktadir. Diinya niifusunun yaklasik %5'i hemoglobinopati tasiyicisi ve %2,9'u
talasemidir. Her yil yaklasik 300,000-400,000 bebek hemoglobin bozuklugu ile
diinyaya gelmektedir. (Aliyeva ve ark., 2018; Muncie ve Campbell, 2009; Williams
ve Weatherall, 2012)

Hemoglobinopatiler ve talasemilerin tiim diinyada yayilmasindaki énemli faktorleri
aile planlamasinin olmamasi, akraba evlilikleri gibi gelismekte olan {ilkelerin sorunlari
olusturmaktadir. Popiilasyon kontrol programlari, Akdeniz’de hemoglobinopati
bakimindan risk altindaki popiilasyonlarda ilk kez 1970’lerin sonlarina dogru

uygulanmaya baslanmistir. (Angastiniotis ve Hadjiminas, 1981)

Diinya Saglk Orgiitii (WHO), Akdeniz iilkelerinde hemoglobinopatilerin énlenmesi
icin kamu bilin¢lendirme ve egitimi, ileriye doniik tarama programlar1 ve genetik
damismanlik baslatmistir. Italya, Yunanistan, Ingiltere ve Kibris'ta evlilik dncesi
tarama c¢alismalar1 1970'den beri devam etmektedir.(Modell ve Darlison, 2008) Dogu
ve Orta Dogu iilkelerinde de niifus tarama ve dnleme stratejileri devam etmektedir.
(Abi Saad ve ark., 2014; Aliyeva ve ark., 2018; Belhoul ve ark., 2013; Chatterjee ve
ark., 2015; Nosheen ve ark., 2015)

Talasemileri onleme konusunda ilk caligmalar1 diinyada Angastiniotis, Modell,
Weatherall ve ekipleri istlenirken, Tiirkiye’de 1993 yilinda Aksoy ve ekibinin
girisimleriyle “Kalitsal Kan Hastaliklar1 ile Miicadele” kanunu yaymlanmis, konuyla
ilgili yonetmelik ise 2002 yilinda yayinlanmistir(Aksoy ve ark., 1958; Canatan ve
Delibas, 2016).
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Tiirkiye’de; ilk pilot evlilik dncesi tarama 1996’da Altay ve ekibi (Altay ve ark., 1996)
tarafindan Mersin’de yapilmis ve Hb S ve -talasemi insidansi sirasiyla % 4,3 ve% 2,3
olarak kayda gecirilmistir. Ikinci ¢alisma ise 2000 yilinda Denizli'de Keskin ve ekibi
(Keskin ve ark., 2000) tarafindan yapilmistir. 19.804 saglikli bireyi taramislar ve %2,6
oraninda talasemi tasiyicist ve %0,11 oraninda ise orak hiicre anemi tasiyicisi (Hb AS)

tespit etmislerdir (Canatan ve Delibas, 2016).

Beta-talasemi tan1 ve tedavisinde lilkemizde yapilan ilk ¢calismalar ise 1950’11 yillara
dayanmaktadir. Ilk B-talasemi major (B-TM) hastas1 1941'de bildirilmistir (Aksoy,
1991). ik klinik ve hematolojik calismalar ise 1958'de Aksoy tarafindan
yaymlanmigtir. 1971°de ise Cavdar ve Arcasoy tarafindan B-talasemi insidansinin
%2,1 oldugu bildirilmistir. 1983 yilinda, hemoglobinopatilerin belirlenmesi i¢in ilk
prenatal tan1 prosediirleri Beksa¢ ve arkadaslar tarafindan gerceklestirilmistir. (5).
1987'de Akar ve ark. (6) Tiirk popiilasyonunda en sik goriilen talasemi allelinin IVS-
1-110 (G4A; HBB: ¢.93-21G4A) mutasyonu oldugunu ve bu mutasyonun Akdeniz
bolgesinde yiiksek riskli bolgelerin cogunda en sik goriilen talasemi mutasyonu
oldugunu gostermislerdir. 1993 yilinda ise, Canatan ve Arcasoy, Tiirkiye’de ilk kok
hiicre naklinin talasemili bir hastada gergeklestirildigini yaymlamislardir. (Canatan ve
Arcasoy, 1993)

2000’li yillarin sonrasinda ise talasemiyi onlemek adina Tiirkiye Cumhuriyeti Saglik
Bakanligi, Tiirkiye Ulusal Hemoglobinopati Konseyi ve Tiirkiye Talasemi
Federasyonu tarafindan yazili yonetmelik, egitim ve dnleme kampanyalar1 gibi onemli
adimlar atilmistir. 2003 yilinda T.C. Saglik Bakanlig1 tarafindan “Hemoglobinopati
Onleme Programi” talaseminin yaygin oldugu illerde baslatilmistir. 2003 yilinda tiim
ciftlerin evlilik Oncesi tarama testi yiizdesi %30,0 iken, 2013 yilinda %86,0'a
ulagmustir. Talasemi ve hemoglobinopatili yenidogan sayis1 2002'de 272 iken 2010'da
25'e diismiistiir. 2003-2013 yillar1 arasinda, verilere gore etkilenen dogumlarda %90,0
azalma olmustur (Kukulu ve ark., 2006; Canatan, 2014).

12



2.3. Beta Talasemi

Talasemi, 1925°te ilk kez klinik tanimi1 yapilmadan 6nce 6zellikle Akdeniz Bolgesi ve
Gilineydogu Asya’da goriilmiis olan ¢ok yaygin bir genetik hastaliktir. Daha 6nceki
yillarda bugiinkii talasemi oldugu diisiiniilen pek ¢ok vaka splenik anemi, porotik
hiperostoz ya da daha genis heterojen bir grubu kapsayan Von Jaksch anemisi olarak
tanimlanmustir. O donemlerde baska Italyan doktorlar tarafindan tanis1 konulsa da
Amerikali doktor Thomas B. Cooley (Cooley ve Lee, 1925) bu hastaligin 6miir boyu
tedavi regetesiyle beraber ilk spesifik tanisin1 yapmistir ve bugiinkii adiyla talasemi,
ilk kez 1932 yilinda Whipple ve Bradford (Whipple ve Bradford, 1932) tarafindan
tavsiye edilene kadar, Cooley anemisi olarak anilmistir. Gliniimiizde halen Cooley
anemisi ismi de kullanilmaktadir. Talasemi isim olarak Yunanca’da “Thalas”, “deniz”

ve “anemi” isimlerinin birlesiminden olusmaktadir (Wikipedia).

Sekil 2.11. Thomas Cooley (Wikipedia, https://en.wikipedia.org/wiki/Thomas_Benton_Cooley, Erigim
tarihi: 01.09.2020).

2.3.1. Malarya Hipotezi

1949-1960 yillar1 arasinda talasemi’nin hemoglobinin genetik bozuklugu oldugu
bilinmekteydi. Hemoglobinin genetik altyapisi ile iliskili ilk kilometre taslari ise
1949°da Beet ve Neel gruplari, 1951°de Lambotte-Legrands, 1959°da Ingram ve
Stretton tarafindan ortaya konulmustur. 1949°da ise talasemi epidemiolojisiyle
Malarya epidemiolojisi arasindaki benzerlige dikkat ceken Haldane, ‘“Malarya
Hipotezi’ni ortaya koymustur (Beet, 1949; Haldane, 1949; Ingram ve Stretton, 1959;
Lambotte-Legrand ve Lambotte-Legrand, 1951; Neel, 1949).
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Malarya hastaligi, bilinen adiyla sitma, son 5000 yilin biiyiik bir béliimiinde diinya
capinda ¢ocuk oliimlerinin en biiyiik nedeni olmustur. Giinlimiizde bir dereceye kadar
kontrol altina alinmasina ragmen, 6liim orani hala birgok iilkede yiiksek olmaya devam
etmektedir. WHO 2019 verilerine gore, diinya ¢apinda yalnizca 2018'de tahminen
405.000 oliim sitmadan ger¢eklesmis ve bu dliimlerin % 90'indan fazlasi Sahra-alti

Afrika'da meydana gelmistir (Kariuki ve Williams, 2020).

Tarimin ortaya ¢ikmasindan Once, kabaca 5000 yil Once, insanlarin biiyiik sitma
salginlarina maruz kalmasi olas1 degildir; bu asamaya ancak Neolitik (erken donem)
ciftcileri, sivrisinek istilasina ugramis yumusak ve bataklikli topraklara yerlestiginde
ulasilmis olabilir. Bu ¢evrelerde talasemilerin (a- ve B-) geng tasiyicilarinin bebeklik
doneminde sitmadan kurtulma sansi normalden daha yiiksektir ve bu mutasyonu
koruyarak bir sonraki nesle aktarabilmisler, béylece mutant gen sikligi artmistir. Farkli
poptilasyonlarda belirli hemoglobin bozukluklarinin daha yiliksek veya degisen
dagilimi, yiiksek siklikta akraba evliliklerini, toplu gogleri, beslenme durumundaki
iyilesmeyi, bulasic1 hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisini, yerlesim yerlerini ve

yerlesik toplumlarin yapilarini da yansitabilmektedir (De Sanctis ve ark., 2017).

Talaseminin diinya tiizerindeki dagilimi ile ilgili olarak “Malarya Hipotezi”
giiniimiizde en kabul gbren hipotezdir. Bu hipotezin temelini, sitmanin yogun olarak
goriildiigii bolgelerde, talasemi tasiyicisi cocuklarda paraziteminin daha az goriilmesi,
P. falciparum ile enfekte yetigkinlerde sitma hastaliginin gézlenmiyor olusu ve Dogu
Afrika’da talasemi gen sikligi ile sitma endemisinin paralellik gostermesi

olusturmaktadir (Arpaci ve ark., 2016).

Sitmaya bes farkli protozoan Plasmodium parazit tiirli neden olabilir: P. falciparum, P.
vivax, P. malariae, P. Ovale, P. Knowlesi, P. falciparum ve P. vivax en yaygin
olanlaridir ve ¢ogu oliimle sonuglanir (Escalante ve ark., 1995; Martinsen ve ark.,
2008; Singh ve ark., 2004; WHO, 2019). Tim sitma parazitlerinin yayilmasi,
sivrisineklerin iireme dongiislinii ve de insanlarda bir enfeksiyon dongiisiini

igermektedir.
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Parazitler, kirmiz1 kan hiicrelerinde (RBC'ler) yerlesmeden once karacigeri enfekte
ederler ve klinik olarak gozlemlenebilen kan evresi, insan konaginda merozoitlerin
(Malarya parazit sporlar1) kirmizi kan hiicrelerini isgalini ve ardindan bunlarin
trofozoitlere ve ardindan sizonlara olgunlasmasini igeren sirali parazit ¢ogalmasi
turlarin1 igerir. Sonucta yeni kirmizi kan hiicrelerini hizla enfekte eden taze
merozoitleri serbest birakmak i¢in eritrositlerden kopar. Eseysiz dongii, kandaki
parazitlerin iistel olarak ¢ogalmasina ve insan konakgida goriilen sitmanin patojenik
Ozelliklerine yol acar. Parazit yasam dongiisiinde konak¢i genetik varyasyonunu
etkileyen ¢ok sayida nokta mutasyon ve tek niikleotid polimorfizmi (SNP; single
nucleotide polymorphism) vardir. Ancak, simdiye kadar agiklanan sitma koruyucu
mutasyonlarin ¢ogunun, eritrositlerin yapisi ve islevi iizerinde ¢esitli 6nemli etkileri

oldugu goriilmektedir (Kariuki ve Williams, 2020).

Sitmaya kars1 koruma saglayan genetik mutasyonlarin i¢inde HBA ve HBB geninde
meydana gelen a- ve B-talasemi mutasyonlarinin ve HbS mutasyonunun ¢ogunlugu

olusturdugu Kariuki ve ekibi tarafindan yayinlanmistir (Kariuki ve Williams, 2020).

= Puoe =

s »
[ o and B thalassaemia ” &

Sekil 2.12. Alfa- ve beta talaseminin diinya tizerindeki dagilimi (Weatherall ve Clegg, 2001).
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Sekil 2.13. Malarya’nin diinya {izerindeki dagilimi1 (Weatherall ve Clegg, 2001).

2.3.2. Epidemiyoloji

Hemoglobinopatilerden klinik etkisi en yaygin ve agir goriilen beta-talasemi; Akdeniz
Bolgesi (Keser ve ark., 2004), Ortadogu ve Merkez Asya, Hindistan, Giiney Cin ve
Uzakdogu, Afrika’nin kuzey kiyilar1 ve Giliney Amerika’da siklikla goriilmektedir.
2008 Model grubu ve Diinya Saglik Orgiitii (WHO) galismalarina gore en yiiksek
tasiyict frekans1 Kibris’ta (%14), Sardunya Adasi’nda (%10,3) ve Giiney Asya
bolgelerinde kaydedilmistir. Bu bolgelerdeki yiiksek frekans en giiclii sekilde P.
falciparum malarya, bir bagka deyisle sitmadan kaynakli secici baski ile iliskilidir
(Galanello ve Origa, 2010).
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Diinya popiilasyonunun yaklagik olarak %1,5’i (80-90 milyon insan) p-talasemi
tastyicisidir ve biiylik cogunlugu gelismekte olan iilkelerde olmak iizere, her y1l 60,000
yeni dogum gergeklesmektedir. Semptomatik bireylerin toplam yillik insidansinin
diinya genelinde 1/100.000 ve Avrupa’da 1/10.000 kiside oldugu tahmin
edilmektedir. Bununla birlikte, bircok popiilasyonda tasiyici oranlarma iliskin dogru
veriler eksiktir. Uluslararas1 Talasemi Federasyonu'na gore, talasemi majorlii sadece
yaklasik 200.000 hasta hayatta ve diinya ¢apinda diizenli tedavi gordiigii i¢in kayitlidir
(Galanello ve Origa, 2010).

2.3.3. Beta Talasemi Mutasyonlar:

Beta-talaseminin klinik bulgular1 bir hayli degiskendir. Sessiz mutasyona sahip
asemptomatik vakalardan siddetli olmayan hipokromik anemi ve orta derece veya ¢ok
siddetli Omiir boyu kan transfiizyonuna bagimli anemi ve ¢oklu organ hasarlarina

sebebiyet verebilen formlara varincaya kadar degiskenlik gosterir (Kohne, 2011).

Beta-talasemi genetik temelde; esas olarak tek niikleotid (nt) degisimi/mutasyonu ve
SNP, B-globin geni veya hemen komsu dizisi i¢cinde kiiciik delesyonlar veya
insersiyonlar ile sonuglanan mutasyonlardan ve nadiren biiylik delesyonlardan
kaynaklanir. Bugiine kadar, IthaGenes veri tabaninda 350'den fazla [-talasemi
mutasyonu rapor edilmistir (Bilgen ve ark., 2011a; De Sanctis ve ark., 2017
Kountouris ve ark., 2014; Thein, 2018).

Genellikle normal olan B- zincirlerinin kantitatif rediiksiyonundan kaynaklanan -
talasemiler; B-globin proteini sentez yolaklarii farkli kademelerde etkileyen
mutasyonlardan kaynaklanabilmektedir (Weatherall ve Clegg, 2001). Beta-talasemi
mutasyonlarinda delesyonlar ¢ok nadir goriilmekle birlikte mutasyonlarin biiyiik
cogunlugunu; transkripsiyon, RNA islenmesi, RNA translasyon basamaklarin1 ve
RNA stabilitesini etkileyen mindr insersiyonlar/delesyonlar olusturmaktadir (Quek ve
Thein, 2007).

17



Nokta Mutasyonlar

[raklask 250)
B -LCR |
1L R N G (-
s nn | B geni e simirh delesyonlar
SR — AR AR ERA AR NIRRT R B-LCR bolzecini de igeren gents
TEEINETINRNNENES wu [fElesyonlar

Trans-acting mutasyonlann tammlandizi
bashca gen]er‘

GATA-T
« TFiH
+ KLF1

Sekil 2.14. Beta Talasemi ile sonuglanan mutasyonlarin konumlari. “Trans-acting” mutasyonlar -
globin lokusunun disinda belli talasemi-modifier gen boélgelerinde gergeklesmektedir ve GATA-1,
TFIIH, KLF-1, TALL, BCL11A bunlara 6rnek olarak gosterilebilir (Thein, 2018).
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ATG [ | ] B°
e I 1 ] ] g0
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Dellns cod | il 1] | Dominant
Wasonee | | i | Dominant

Sekil 2.15. B-Talasemiye sebep olan nokta mutasyonlarin olustuklari yerlere ve sebep olduklari talasemi
smifina gore gosterimi (Thein, 2013).
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11. Dutch
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14. ltalian

15. Cape Verde

Sekil 2.16. p-talasemiye sebep olan delesyon mutasyonlari ve epidemiyolojileri (Thein, 2013). Tarali

alan HBB geni promotoriinii géstermektedir.

Tablo 2.2. Akdeniz bdlgesinde en sik goriilen B-Talasemi mutasyonlar1 ve etki mekanizmalar1 (HbVar
Database,(Thein, 2013)). *:Tirkiye’deki allellerde en sik goriilen bes mutasyon (Aycicek ve ark., 2011).

Mutasyon HGVS Ad1
Transkripsiyonel Mutasyonlar

Promotor Diizenleyici Elemanlari

Tip

B** (sessiz)
B** (sessiz)
B
B

B++

B (sessiz)

B+

101 (C—>T) HBB:c.-151C>T
-92(C—-T1) HBB:c.-142C>T
-30(T—>A) HBB:c.-80T>A
29 (A —G) HBB:c.-79A>G

5" UTR Bolgesindeki Mutasyonlar

CAP +22 (G — A) HBB:c.-29G>A
CAP +33(C— G) HBB:c.-18C>G
RNA isleme

Ekzonlarin Birlesme Bolgelerindeki Mutasyonlar (Splice (ek) Bolgesi Mutasyonlari)
IVS1-1 (G — A)* HBB:c.92+1G>A
IVS2-1 (G — A) HBB:c.315+1G>A

IVS1-3' sonu del 44 bp
IVS1-5 (G — T,C,A)*

HBB:c.76_92+27del
HBB:c.92+5G>T,C A

IVS1-6 (T — C) HBB:c.92+6T>C
IVS1-110 (G — A)* HBB:c.93-21G>A
IVS1-116 (T — G) HBB:c.93-15T>G

BO
BO
B+
B+
BO
BO
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IVS2-745 (C — G)

CD27 (GCC — TCC) (Ala — Ser,

Knossos)

RNA Salinmas1 —Poli A sinyali
AATAAA — AATGAA

3" UTR Bolgesindeki Diger Mutasyonlar
Term CD +90, del 13 bp

RNA Okumasi

Anlamsiz Kodonlar

CD39 CAG — TAG*

Cerceve Kaymasi

CD1 -G

CD5-CT

CD6 —A

CD8 —AA*

CD22/23/24 =7 bp (-AAGTTGG)
CD37/38/39 del 7 bp (-GACCCAG)
CD45 +T

CD74/75 -C

HBB:c.316-106C>G

HBB:c.82G>T

HBB:c.*111A>G

HBB:c.118C>T

HBB:c.4delG
HBB:c.17_18delCT
HBB:c.20delA
HBB:c.25 26delAA

HBB:c.68_74delAAGTTGG
HBB:c.114_120delGACCCAG

HBB:c.138delT
HBB:c.226delC

B+

B+

B++

B** (sessiz)

BO

BO
BO
BO
BO
BO
BO
BO
BO

Tablo 2.3. Tiirkiye’de en sik goriilen 5 B-talasemi mutasyonu (Aycicek ve ark., 2011; Mendilcioglu ve

ark., 2011).
Mutasyon HGVS Adi Tip Homozigot (%)
1VS-1-110 (G>A) HBB:c.93-21G>A i 60 (26.1)
IVS-1-1 (G>A) HBB:c.92+1G>A : 22 (9.6)
codon 39 (C>T) HBB:c. 118C>T i 18 (7.8)
codon 8 (-AA) HBB:c.25_26delAA | p° 16 (7.0)
1VS-1-5 (G>C) HBB:c.92+5G>C B 6 (2.6)

Het ot (0 Toplam
eterozigot (%) %)
7(3.0) 67 (29.1)
10 (4.3) 32 (13.9)
6 (2.6) 24 (10.4)
5(2.2) 21 (9.1)
4(1.7) 10 (4.3)
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Tiirkive’de allellerde en sik goriilen mutasyon: IVS-1-110 (G>A)

Tiirkiye’de yapilan tiim ¢aligmalarda ve arastirmalarda en sik goriilen mutant allelin

IVS-1-110 (G>A) oldugu gériilmektir.

PSU Genome Browser on Human Feb. 2009 (GRCh37/hg19) Assembly

move | <<< | << | < > | >»> | >>> | ZOOMIN| 1.5x | 3x | 10x | base | ZOOM OUt 15x | 3x | 10x | 100x

chrt1°5,248 040-5 248 060" 21 BpY| enter position, gene symbol or search terms | go
‘cmﬂu 154y N TS T W 5 P T [0 e BN N N T | 1 |
Scale 18 bases| | ha13
chrit: | 5,243, a45| 5,245, 854l 5, 243, #55)
_— G A A A A T A G A C [+ A A T A G G C A G A
HeMarId, 827
| Hilar Guery —

Sekil 2.17. “PSU Genome Browser” web sitesinin ekran goriintiisii, kromozom 11'deki IVS-1-110 (G-
> A) B + (HBB: ¢.93-21G> A, HbVarlD.827) mutasyonunun yerini gostermektedir (PSU, 2009
http://main.genome-browser.bx.psu.edu/, Erisim tarihi: 01.09.2020).

+ Mutasyonun tanimi: 5' terminale yakin 21. niikleotidde meydana gelen

mutasyon, alict splice (ek) bolgesi AG * GC'nin kaymasina neden olur.

+ HbVar ID: 827

+ HGVS adi: HBB: ¢.93-21G> A

+ JbSNP : rs35004220 (NCBI,
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp ref.cgi?rs=35004220, Erigim tarihi:
01.09.2020)

+ Mutasyonun konumu : hg19: chr11 5,248,050 , HBB geninin birinci intronunda

ve 252. niikleotitte (PSU, http://globin.bx.psu.edu/cgi-bin/hbvar/query_vars3,
Erigim tarihi: 01.09.2020).

Kodon # 3@ 31 32 33
g Leu Leu Val
Normal ctaté&t cta ttt tcc cac cct tagG (TG CTG GTG G

g Leu Phe Ser His Pro Term
Beta-Thal ctatffagl CTA TTT TCC CAC CCT TAGG CTG CTG GTG G

. mMmitacvonundan kavnaklanan infrondak eni ek bo
~ M JLaSYI JUa 3 daric d A Jat Ve ~ O ¢

D G > A mutasyonu

Sekil 2.18. Niikleotid seviyesinde IVS 1-110 (G> A) mutasyonu ("HbVar: A database of Human
Hemoglobin ~ Variants and  Thalassemias,” 2006; PSU, http://globin.bx.psu.edu/cgi-
bin/hbvar/query vars3, Erisim tarihi: 01.09.2020).

Mutasyon sonucu yeni bir ek bolgesi olusmasi, %80 anormal eklenmis mRNA ve %20
normal mRNA ile sonuglanir. Bu da dolayisiyla %80 anormal B-globin ve %20 normal

B-globin zinciri iiretilmesine sebep olur.
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2.3.4. Beta Talasemi; Patofizyolojisi ve Tedavi Stratejileri

Beta-talasemiler spesifik olarak soyle siniflandirilabilir;

Beta Talasemiler
a. Talasemi major
b. Talasemi Intermedia

c. Talasemi Minor

Hb Anomalileri ile Birlikte Goriilen Beta Talasemiler

a. HbC/Beta Talasemi
b. HbE/Beta Talasemi
c. HbS/Beta Talasemi

HPFH ile Birlikte Gortilen Beta Talasemiler

Beta Talaseminin Otozomal Dominant Formlar

Mliskili Hastaliklarla Beraber Gériilen Beta Talasemiler

a. Trikotiodistrofi ile Beraber Beta Talasemi

b. X’e Bagh Trombositopeni ile Beraber Beta Talasemi

Tablo 2.4. Yaygm genotipleri ile beta- talasemi siniflariin genel 6zellikleri (Chonat ve Quinn, 2017)

Genotip  Hastahk Derecesi

/B
B/p°
BB
BB
B*/p°
Be/B*
BE/B°

B/B°

Beta Talasemi Tastyicisi

(B-TT)
Beta Talasemi Intermedia

(B-T1)

Beta Talasemi Major
(B-TM)

Fenotip

Talasemi Minor: Asemptomatik,
Hafif Mikrositik Hipokromik Anemi
Degisken Siddette Hastalik Seyri,
Hafiften Ortaya Anemi,

Olas1 Extramediiler Hematopoez,
Demir Yiikii

Siddetli Anemi,

Transfiizyona Bagimlilik,
Ekstramediiler Hematopoez,

Demir Yuki
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Genotip-fenotip iliskilerine yakindan bakilacak olursa (Tablo 2.4); beta talasemi
hastaligiin siddeti, B-globin iiretiminin kantitatif rediiksiyonu ile dogru orantilidir
(Thein, 2005a). B-globin zincir iiretiminin diismesi, a-globin zincir iiretimi normal
olarak devam ettigi i¢in eslesmemis a-globin zincirlerinin eritroid onciil hiicrelerinde

birikimine sebep olacaktir.

Serbest a-globin zincirleri tetramer olusturamazlar ve eritroid Onciillerinde birikip
¢okelerek inkliizyon cisimciklerini olustururlar. Inkliizyon cisimcikleri, eritrositlerin
hiicre duvarlarina ve kemik iligindeki olgunlasmamais eritroid onciil hiicrelerine biiyiik
hasarlar vermektedir (inefektif eritropoez) (Schrier, 2002). Bu yiizden, globin zincir
dengesizligini veya serbest a-globin miktarin1 azaltan faktorler, o-talasemi ile
beraberlik veya HbF oranini (y-globin) artiran mutasyonlar gibi, hastalik iizerinde

iyilestirici etkiye sahiptir (Lechauve ve ark., 2019; Quek ve Thein, 2007).

Heterozigot mutasyon tastyan Beta Talasemi Intermedia hastalarda (B-T1), bir veya iki
B-globin geninde mutasyon olmasina ragmen, HPFH veya o- ya da 3- - talasemi
etkenlerinin varlig1 globin zincir dengesizligini azaltarak/artirarak aneminin siddetini
ciddi oranda azaltmakta veya artirabilmektedir. Homozigot p°-talasemi major (B-TM)
hastalarinda ise a-/a- olmayan zincir orani siddetli inefektif eritropoezle iligkilidir ve
hayatta kalim i¢in kan transfiizyonu ihtiyacini belirlemektedir (Gabbianelli ve ark.,
2008). Bu verilere dayanarak aneminin siddetinin gama-globin reaktivasyonu ile ciddi

oranda azaltilabilecegi 6ngoriilebilir.

Beta-talasemi tasiyicilari, klinik olarak normal ve biiyiik oranla da hastaliktan
habersizlerdir. Her biri bir ebeveynden aktarilan iki beta talasemi geni kopyasi ise
genellikle Oliimciil anemiye ve transfiizyona bagli yasama sebep olmaktadir.
Hastaligin orta siddetli anemi ve duruma bagh degiskenlik gosteren kan transfiizyonu
ihtiyact tasiyan orta dereceli klinik formlari ise beta talasemi intermedia olarak
tanimlanmakta ve mutasyonlarinin Olciisiiyle hastalik seyri degismektedir. Siddetli
talasemi formlarinda tedavi, omiir boyu kan transfiizyonu ve demir selasyonu
tedavilerinin komplikasyonlarinin yonetimi temeline dayanmaktadir. Demir yiikiiniin
getirdigi komplikasyonlar, anemi ve inefektif eritropoez sebepli durumlar ve demir
selasyonunun kendisi de transfiizyona bagimli talasemilerde morbidite ve mortalitenin

ana sebepleridir (Aydinok, 2019; Quek ve Thein, 2007; Weatherall ve Clegg, 2001).
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Sekil 2.19. Beta Talasemi patofizyolojisi ve tedavi hedefleri sekilde gosterilmistir (Quek ve Thein,
2007).

Beta-talasemi patofizyolojisinin asama asama aydinlatilmasi ve 50 yili agkin
biyokimyasal ve biyolojik ¢alismalari iceren bu siire¢, hastaligi iyilestirme veya
lyilestirme girisimlerinde yeni stratejiler gelistirilmesinin Oniinii agmugtir. Beta-
talaseminin klinik cesitliligini olusturan potansiyel tedavi hedefleri sekildeki gibi ii¢

kategoriye ayrilabilir (Sekil 2.19).

Birincil tedavi stratejileri, azalmis beta-globin tiretimini direkt olarak etkileyen beta-
gen lokusundaki mutasyonlara, polimorfizmlere yonelik olup; hematopoetik kok hiicre
transplantasyonu, viral vektorler, anti-sense mMRNA ve CRISPR/Cas9 ile genetik

diizeltme gibi girisimleri kapsamaktadir.
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[k yapitaslar1 Lucarelli, Gaziev ve iilkemizde kayitl hastalarm 1988-2008 yillarinda
atilan adimlarla “Hemopoetik Kok Hiicre Transplantasyonu”, genellikle kemik iligi
nakli, talaseminin kesin tedavisi i¢in bagvurulan en temel tedavi seklidir. Bu tiir bir
tedaviden en fazla yarar1 elde etmesi bekleyen hastalar, erken yasta ancak siddetli
transfiizyona bagli anemiye sahip ve ¢ok az komplikasyon sahibi olan hastalar olmak
zorundadir. Oncesinde karaciger ve kalpteki demir birikiminin optimum smirlarda
(Pesaro risk smiflarina gore) olmasi, kan transfiizyonuna bagl gelisen kandaki antikor
sayilarinin optimum diizeyde olmasi ve bu yiizden genel olarak erken yaslarda

basvurulmasi gerekmektedir.

En iyi kosullarda, HLA-uyumlu aile dondriinden transplantasyonda bile, bu tedavi
%>5'lik bir 6lim oram ile iligkilidir. Tedavi sonucunda bu hastalarin, biiyiimede
bozulma, gonadal yetmezlik ve kronik graft-versus host hastaligi gibi zamanla organ
hasarlar1 gelistirme riski hala yiiksektir (Canatan, 2013; D Gaziev ve ark., 2000; J
Gaziev ve Lucarelli, 2010; Lucarelli ve ark., 1998).

Otolog hematopoetik kok hiicrelerin genetik diizenlenmesi, allojenik kok hiicre
nakillerindeki dondr eksikligi ve immiin reaksiyon (GVHD) dezavantajlarinin
tistesinden gelmektedir. Ancak pratikte beklenenden daha zor oldugu caligmalarca

kanitlanmustir. Oyle ki beta talasemide gen tedavisi su ii¢ kriteri karsilamalidir;

- Giivenli ve verimli viral/nonviral transfeksiyon saglanmali,
- Vektor eritroid-spesifik olmali,

- Yeterli fonksiyonel beta-globin ekspresyonu saglamalidir.

Bu yonde yapilan ilk girisimler B-LCR elementleri takili onko-retroviral vektorlerle
denenmis fakat; vektoriin stabil olmamasi, beta-globin’in diisiik ekspresyonu

sebeplerinden dolayi basarili olamamustir (Cone ve ark., 1987).

25



Gliniimiize kadar AAV (Adeno-Associated Virus) (Sabatino ve ark., 2000), Lentiviral
(LV) (Cavazzana-Calvo ve ark., 2010), SIN-LV (giivenligi artirilmis Self-
Inactivating-LV) (Hanawa ve ark., 2005), HIV-1 bazli LV (May ve ark., 2000) gibi
bircok viral vektér, nonviral oligoniikletitler kullanilarak caligmalar yapilmistir.
Basarili bir vektorel gen terapisi 6rneginde Cavazzana ve ¢aligma grubu (Cavazzana-
Calvo ve ark., 2010) tarafindan; HbE/p® talasemi transfiizyonuna bagimli ve HLA
uyumlu bir dondrii olmayan 18 yasindaki bir kadin icin, B-globin gen transferi i¢in
lentiviral vektor kullanilmistir. Kullanilan viral vektor onceden inaktive edilmis ve
genotoksisite ve malignite gelisme riski azaltilmigtir. Genetik materyal transferi
yapilmig CD34+ hematopoietik hiicre transplantasyonundan sonraki 30 ayda, genetik
olarak modifiye edilmis hiicre oran1 %10'a ulasmis, hastanin transfiizyon
gereksiniminin kademeli olarak azalmis, hastanin Hb’i 10 g/dl’ de sabitlenmis ve 12.
ayin sonunda tamamen kayboldugu goézlemlenmistir. Transplantasyondan sonra
toplam hemoglobinin 1/3%inilin vektore bagli hemoglobin oldugu tespit edilmistir.
Giivenligi artirllmig lentiviral vektorler ise gelecek vaat etmektedir (Quek ve Thein,
2007).

RNA interferanst (RNAi); CRISPR, TALEN gibi endoniikleazlarla homolog
rekombinasyon; siRNA; BP1 (Beta-Protein 1) inhibisyonu gibi diger girisimler de beta
talaseminin birincil tedavi hedeflerine cevap olarak gosterilebilir (Quek ve Thein,
2007).

Ikincil tedavi hedefi ise B-globin yetersizligi sonucu tetramer olusturamayan ve
hiicrede, kanda ve dokularda biriken a-globin zincirlerini stabilize etmeyi ve o-p
globin dengesizligini azaltmay1 kapsamaktadir. Dogal bir a-saperonu olan AHSP’ nin
indiikklenmesine bu amagla bagvurulabilir (Thein, 2004). y-globin sentezinin
indiiklenmesi ve HbF indiikleyici farmasdtik girisimler ise globin zincir dengesizligini
oldukga iyilestirecek olan oldukga gelecek vaat eden tedavi stratejileridir (Chambers
ve ark., 2020; Grieco ve ark., 2015; Hu ve ark., 2020; Wienert ve ark., 2017). a-globin

zincirlerinin fazlaliginin en 6nemli sonucu ise “inefektif eritropoez”dir.
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Sekil 2.20. Eritrositlerin Yasam Dongiisti (Quora, 01.09.2020 tarihinde https://www.quora.com/How-

are-RBCs-formed sitesinden alinmis ve diizenlenmistir.).

Saglikli bir insanda diisiik O2 ile uyarilan bobrekler eritropoetin proteini iiretirler ve
eritropoetin seviyesinin kanda yiikselmesi ise kemik iligini uyarir. Bdylece yeni
eritrositler iretilip, fonksiyon gosteremeyen, yasli eritrositler yikilarak dongiliniin
devami saglanir. Anemik bireylerde ise diisiik hemoglobine sahip kanda O:
seviyelerinin diisiikligi eritropoetin salgisini, ardindan kemik iligini uyaracaktir.
Fakat uyarilan kemik iliginde gergeklesen eritropoezde, beta talasemi 6rneginde, f-
globin zincirlerinin yetersizliginden veya fonksiyonunu kaybetmis B-globinlerin
tetramer olusturamayisindan dolayi, serbest kalan a-globin zincirleri hemikromlari
(ardindan inkliizyon cisimciklerini) olusturarak eritrositlerin hiicre zarina zarar verirler
ve olgunlagmamus eritroid Onciil hiicrelerinin de erken apoptozuna sebebiyet verirler.
Bu; sebebi basit, sonuglari ise olduk¢a karmasik ve zararli olan fenomene inefektif

eritropoez denmektedir (Sekil 2.21).
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Beta-talasemilerde, 0zellikle siddetli major formlarinda, zayif veya olgunlasmamis
kirmizi kan hiicreleri (eritrositler) mekanik yikima ugrarlar ve sonucunda agiga ¢ikan
hemoglobin proteinleri sindirilirler (hemoliz). Ayni zamanda viicudun immiin cevabi
olarak hiicre zarinda bulunan fosfatidilserin molekiilleri flip-flop hareketiyle yer
degistirirler ve hiicre disina apoptoz sinyali gdnderirler (Sekil 2.22). inefektif
eritropoezden dolay: eritroid Onciillerinde denaturasyona ugrayan hemoglobinler a- ve
B-globin zincirlerine parcalanirlar. Serbest a- globin zincirleri a-hemikromlari; onlar
da inkliizyon cisimcikleri seklinde presipite(¢okelme) olurken anormal B-globin
zincirleri B-hemikromlar ve en nihayetinde Heinz-body’ler seklinde presipite olup,
hiicre iskeletine ve hiicre zarina zarar verirler. Bu sirada hiicre zarinda aktif hale gegen
Protrombin Kompleksi pihtilagmay1 baslatacaktir. Bu olaylar zinciri anemiye

hiperkoagiilasyon ve ileride olusabilecek emboli riskini de eklemektedir.

Ayrica eritrosit iginde degrede olan hemoglobinden agiga ¢ikan demir, transfiizyona
bagimli talasemilerde, rutin kan transfiizyonuyla alinan demire eklenince kan, dalak,

kalp, bobrekler ve diger organlarda major demir birikimi kaginilmaz olmaktadir (Sekil

2.22).
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Sekil 2.21. inefektif eritropoez (Rund ve Rachmilewitz, 2005).
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Sekil 2.22. Inefektif Eritropoez sonucu olan a -hemikromlarin kirmiz1 kan hiicre (eritrosit) duvarlarina
zarar vermesi ve trombotik komplikasyonlarimm hiicresel boyutta gosterimi (Rund ve Rachmilewitz,
2005).

Inefektif eritropoez sonucunda hasta agisindan iki majér olay gerceklesmektedir;
apoptoza ugrayan eritrositlerin yikimindan biiylik oranlarda demir agiga ¢ikarak
viicutta birikmekte ve organ hasarlarina neden olmakta, ikinci olarak ise yeterli
miktarda saglanamayan oksijen seviyeleri sonucu eritropoetin ile uyarilan kemik iligi
asir1 calisarak, kemik hiperplazilerine, yiizde ve uzun kemiklerde deformitelere sebep
olmaktadir. Ayrica ekstramediiler hematopoez, organomegali, organ yetmezlikleri,
periferal hemoliz, bobrek tasi olusumu, trombotik bozukluklar ve vaskiiler hastaliklar
cok oOnemli sonuglarindandir. Beta-talasemi majorlerde uygulanan diizenli kan
transflizyonu eritropoetin stimiilasyonunu baskilayarak, kemik iligi tizerindeki baskiy1
hafifletmektedir. Ancak, demir birikimi i¢in ek olarak selasyon tedavisini de
gerektirmektedir. (Sekil 2.23).
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Sekil 2.23. Klasik Beta-talasemi hastaligina ait komplikasyonlar ve yonelik tedaviler sekilde
gosterilmigtir (Rund ve Rachmilewitz, 2005).

Beta-talaseminin destekleyici tedavisinin temel dayanagi olan transfiizyon tedavisi
normal biiylime ve gelismeye izin verir ve inefektif eritropoezi baskilar. Fakat;
transfliizyonla bulagan enfeksiyonlar (6ncelikle hepatit B ve C), uygun testlerin
yapilamadigt {ilkelerde oOnemli bir Oliim nedenidir. Demir yiiklenmesi hem
transfiizyonel hemosiderozdan hem de asir1 gastrointestinal demir emiliminden
kaynaklanir. Kalpte, karacigerde ve c¢oklu endokrin bezlerinde demir birikimi,
degisken endokrin organ yetmezligi ile bu organlarda ciddi hasara neden
olabilmektedir. Endokrin bozukluklari ise ek hormon tedavileri gerektirir (Lo ve
Singer, 2002).
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Bununla birlikte, asiri demir yiiklenmesinin en ciddi sonucu, zorunlu-yasam boyu
stiren selasyon tedavisinden kaynaklanan kardiyotoksisitedir (Rund ve Rachmilewitz,
2005).

Talaseminin tedavisi olarak; splenektomi, diizenli kan transfiizyonu ve demir yiikiiniin
azaltilmasi oldugunu tanisiyla beraber oneren Cooley, ilk splenektomi ameliyatini
1935°te gerceklestirmistir. 1953°te ise Lichtman grubu, splenektomi sonrasinda
hastanin kan transfiizyonu ihtiyacinin da azaldigini belirteceklerdir (Lichtman ve ark.,
1953).

1960 yil1 baglarinda ise demir selasyonu i¢in atilan 6nemli olan bir farmasétik adim, o
yillardaki ismiyle Ciba Ltd., Novartis, ilag firmasinin “desferrioxamine”i tanitmasidir.
Desferal adi altinda c¢ikan bu selatoriin daha sonra kullanim sekilleri hakkinda
calismalar yapilmis, pompali sistemlerle yavas inflizyonu, oral formlar1 ¢ikana kadar

uzun bir siire kullanilmistir (Weatherall ve Clegg, 2001).

Daha 6nce o yillarda belli bir siire trisodiumcalcium diethylenetriamine-penta-acetate

(D.T.P.A.) ve tiirevlerinin de kullanildig: bilinmektedir (Fahey ve ark., 1961).

Deferoksamin selatorii 1980°1lerden beri Tiirkiye’deki hastalarin kullandig: tek selator
olmustur. Deferiprone, ticari adiyla “Ferriprox” spesifik olarak beta talasemi majorlii
hastalar i¢in 2004’te lisanslanmistir. Uzun yillar da deferipron ve deferoksaminin
kombine tedavilerinin kullanilmasindan sonra en giincel demir selatorii, “deferasirox”
T.C. Saglik Bakanlig1 tarafindan 2008’de onaylanmistir (Canatan, 2014). “Exjade”
ticari adiyla bilinen bu efervesan selatoriin film kapl tablet formlar1 birkac¢ yildir

kullanimdadir.

Beta-talasemi major hastalariim klinik tedavilerin en giincel yontemlerle yapildigi
giiniimiizde, klinik tabloda degismeyen bazi parametrelerin bir veya birgok genetik ve

epigenetik faktorlerce desteklendigi fikri, calismalar1 buralarda yogunlastirmistir.
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2.3.5. Beta Talasemide Klinik Tabloyu Etkileyen Genetik Faktorler

Beta-talasemi fenotipi en yiiksek oranda; B-globin (HBB) mutasyonlari, a-talasemiyle
birlikte kalitmi ve fetal hemoglobin (HbF) iiretiminden sorumlu genlerdeki
mutasyonlardan ve polimorfizmlerden etkilenmekte ve modifiye edilmektedir (Razak
ve ark., 2018). Temel olarak iki grup modifiye edici faktor siralanabilir; -globin
ekspresyonunu ve a-B-zincir dengesizligini etkileyen mutasyon ve polimorfizmler,
ikincil olarak ise hastaligin seyrini iyilestirip, siddetlendirme potansiyeline sahip olan
anemi komplikasyonlarina etki eden mutasyon ve polimorfizmler. Bu modifiye edici
faktorlere bagli olarak; hastaligin siddeti ve dolayisiyla tedavi stratejileri de

degismektedir.

Weatherall (Weatherall, 2001) beta talasemi modifiye edici faktorleri ii¢ sinifta
incelerken, Rund ve Quek g¢alisma gruplart (Quek ve Thein, 2007; Rund, 2016)

calisma gruplari bunlar1 iki sinifa ayirmislardir. Weatherall,

e Primer modifiye edici faktorler olarak yalmiz beta-globin gen lokusunda
lokalize polimorfizmleri,

e Seckonder modifiye edici faktorler olarak diger globin zincirlerinin
sentezlerini etkileyen polimorfizmleri,

e Tersiyer modifiye edici faktorler olarak ise demir metabolizmasi, kardiyak
hastaliklar, tiroid bezi bozukluklari, hiperkoagiilasyon, bobrek tast olusumu

gibi anemi komplikasyonlarini etkileyen polimorfizmleri incelemektedir.
Rund ve Quek ise;

e Birincil modifiye edici faktorler olarak globin zincir dengesizligini (alf)
etkileyen tiim polimorfizmleri,
e Ikincil modifiye edici faktdrler olarak ise komplikasyonlari etkileyen

polimorfizmleri sorumlu tutmuslardir.
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Primer Modifiye Edici Faktorler

Beta-globin gen lokusunda bulunan ve B-globin zincir iiretimini etkileyen mutasyonlar
ve polimorfizmler bu grupta incelenebilir (Ozkimay, 2014; Thein, 2005b; Weatherall,
2001). Beta-talasemi allellerinin farkli kombinasyonlar1 klinik tabloyu etkileyen

birincil unsurlardir.

HBB genindeki mutasyona bagli olarak aneminin siddeti belirlenmektedir. B°, p*, B**
fenotipleri arasindaki fark birincil olarak HBB genindeki mutasyonlarin farkliligindan
kaynaklanmaktadir. B° mutasyonlar genellikle 1. ve 2. ekzonda ya da ekzon-intron
siirina yakin bolgelerde bulunan nokta mutasyonlar1 veya kiiclik delesyonlar ve
insersiyonlardir (Manguoglu ve ark., 2005). Cd 6(-A) and Cd 8(-AA) gibi birkag B°
talasemi mutasyonu, y-globin geninin promotér bolgesindeki aktive edici bir
mutasyonla baglant1 gosterdigi icin, yiiksek HbF iiretimi nedeniyle hafif klinik tablo
gosterir. Ayrica ¢.*+96T>C mutasyonu ile heterozigot allel tasiyan beta-talasemi
vakalari da daha ilimli seyretmektedir (Bilgen ve ark., 2011b).

Beta-talasemide biiyiik delesyonlar nadirdir. Kapsadiklar1 gen lokusuna gore ise
etkileri farklilik gostermektedir. Ornegin -125°den +78 e kadar olan bazlarin
delesyonu, 5’ bolgesindeki gen ekspresyonu i¢in gerekli CACCC, CCAAT ve TATA
lokus kontrol elementlerini de igerir. Bu mutasyon HBB geni i¢in hayati deger tasiyan
elementlerin kaybina sebep oldugu i¢in B globin geni ile cis durumda bulunan & ve y
genlerinin ekspresyonu artmistir ve bu nedenle HbA2 diizeyleri belirgin sekilde

yluksek olarak bulunur.

11. kromozom iizerindeki tiim B-ve B-benzeri globin genlerinin ve LCR bolgesinin
delesyona ugradig1 heterozigot ySp° talasemide ise hematolojik parametreler talasemi

tastyiciligini gosterirken HbA2 diizeyleri normal olarak bulunmaktadir.

Bazi HBB mutasyonlart klinik tablo sergilemeksizin sadece dizi analizinde tespit
edilebilmektedir, bunlar sessiz veya gizli mutasyonlardir. Tasiyicilarda bulgu
vermezler. Homozigot olarak bulunduklarinda tasiyanlarda beta talasemi tasiyicilig
tablosu goriildiigii i¢in; agir bir bagka mutasyon ile birlesik heterozigot durumda
bulunduklarinda, talasemi intermedia tablosu gosterdiklerinde, yapilan analizlerde

saptanabilmektedir.
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Hafif mutasyonlar da baz1 sessiz/gizli mutasyonlar gibi genellikle HBB geninin 5’
promotor bolgesinde, 3’UTR bolgesinde ve PoliA bolgesinde lokalizedir. Hafif
mutasyon tastyicilarinda hematolojik parametreler, tasiyiciligi gosterir. Bu
mutasyonlar homozigot durumda genellikle talasemi intermedia tablosu yaparlar. Agir
mutasyonlarla birlesik heterozigotluk durumunda, klinik tablo talasemi intermedia
tablosundan, talasemi major tablosuna kadar degiskenlik gostermektedir (Bilgen ve
ark., 2011b; Ozkinay, 2014).

Bazi beta talasemi mutasyonlar1 ise geneli gibi otozomal resesif degil, dominant
kalitilmaktadir. Bunlar tek allelde bulunmalari durumunda, talasemi intermediadan

talasemi majore kadar degisen klinik tabloya sebep olurlar (Thein, 2013).
Sekonder Modifiye Edici Faktorler

a-p globin zinciri dengesizligini etkileyen; B-globin geni ile cis durumundaki diger -
benzeri genlerde, transkripsiyona etki eden B-globin ile trans pozisyondaki diger
genlerde ve a-globin transkripsiyonuna etki eden a-gen lokusunda ve diger lokuslarda

lokalize mutasyonlar bu baslik altinda incelenebilir.

a-gen delesyonlarinda, a-globin sentezi azalacagi i¢in klinik tablo hafiflemektedir. 6-
gen delesyonunun bulundugu, a-/aa, --/ao, o-/a-, a-/-- genotipleri ile heterozigot beta
talasemi formlarinda klinik tablo gorece ¢ok daha hafiftir. Alfa-globin genlerinin
triplikasyon veya quadriplikasyonlart ise (aco/o0, acoo/ao gibi) inefektif eritropoezi,
a-zincir presipitasyonunu ve benzeri komplikasyonlari artiracagi igin anemi siddetini

oldukga arttiracaktir.

Ayni zamanda diger Hb variantlar1 ile birlikte goriilen beta-talasemi patofizyolojileri

de degiskenlik gostermektedir (Keser ve ark., 2007; Keser ve ark., 2010).
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Tam tersi sekilde HBG (Bilgen ve ark., 2013), HBD genlerinde bulunan bazi HPFH
mutasyonlart ile birlikte goriilen beta talasemilerde klinik tablo daha hafif
seyretmektedir. Ek olarak gelisimsel siirecte y-globin promotoriinii kapatarak
HBG’den HBB’ye globin ekspresyonunun degisimini indiikleyen BCL11A, KLF1,
GATAI, SOX6, MYB genlerindeki mutasyonlarin da inefektif eritropoezi, a-zincir
presipitasyonunu azaltip; y-globin liretimini artirarak, beta talaseminin klinik tablosu
tizerinde iyilestirici etkisi oldugu gosterilmistir (Galanello ve ark., 2009; Martyn ve
ark., 2019; Thein, 2018; Wienert ve ark., 2017).

Tersiyer Modifiye Edici Faktorler

Beta-talasemi komplikasyonlarinda iyilesmeye ya da aksi yonde etkiye sahip diger

polimorfizmler ve nokta mutasyonlari bu sinifta incelenebilir.

Kemik metabolizmasinda gorev alan vitamin D reseptorii (VDR), Gstrojen reseptor
geni (ESR), kolajen genlerindeki varyasyonlar beta talaseminin G6nemli
komplikasyonlarindan biri olan osteoporozun gelismesini etkiler (Guzeloglu-Kayisli
ve ark., 2008). Demir metabolizmasinda rol oynayan, hemokromatozisten sorumlu
HFE geni C282Y ve H63D genlerindeki mutasyonlarin fenotipi etkiledigi
gosterilmistir. Bilirubin metabolizmas1 genlerindeki polimorfizmler (Ornek: UGT1
geni (TA)7 polimorfizmi) ve immun sistem genlerindeki (HLA, TNF, ICAM gibi)
mutasyon ve polimorfizmlerin de talasemili hastalarda morbidite ve mortaliteyi

etkiledigi gosterilmistir (Ozkiay, 2014).
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2.4. Fetal Hemoglobin

Fetal hemoglobinler, gelisimin erken evrelerinde, anne karninda, sentezlenen; iki y-
globin ve iki a-globin zincirinin tetramerinden olusan hemoglobin ¢esididir. Yetiskin
hemoglobinlerden (HbA) daha yiiksek O tagima kapasitesine sahiptir ve talasemi

vakalarinda varlig1, 6zellikle p°-talasemilerde hastalik seyrini ¢ok iyilestirmektedir.

Beta-talaseminin, kemik iliginde HbF iiretimini stimiile eden HPFH veya d-talasemi
ile heterozigot formlar1 talasemi majorden ¢ok daha hafif seyreden ve transfiizyon

ihtiyaci daha az olan intermedia siifinda yer almaktadir.

- HPFH varlig,

- 0-p talasemi birlikteligi,

- BCL11A, HBS1L-MYB gibi Hb QTL (Quantitative Trait Loci; Kantitatif
ozellik lokusu) bolgelerindeki mutasyonlar,

- Kemik iligi tiimorleri,

- Aplastik anemi,

- Fanconi anemisi,

- Eritropoetik stres,

- Hamilelik durumu,

- HDbF indiikleyici tedaviler, artmig HbF sebepleri arasinda sayilmaktadirlar.

HbF diizeyini 6nemli Olciide etkileyen tek niikleotid degisimleri veya delesyonlar
genellikle su gen bolgelerinde veya bu bolgelere baglanan transkripsiyon faktorlerinde

meydana gelmektedir;

- B-Globin Geni ve LCR’a baglanan transkripsiyon faktorleri (LDB1/LMO2/
GATAL/TALL/E2A kompleksi),

- BCL11A geni,

- HBS1L-MYB genler-aras1 bolge (HMIP),

- KLF1 geni,

- HBGI1-HBD intergenik bolge ve HBG1 ve HBG2 promotorleri,

- HBG2 promotdriinde Xmn1’in baglanma bolgesi (Xmn1-HBG2 bolge lokusu),
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- LRF(ZBTBT7A) geni (Bilgen ve ark., 2011a; Bilgen ve ark., 2013; Deng ve ark.,
2012; Grieco ve ark., 2015; Hu ve ark., 2020; Martyn ve ark., 2019; Razak ve ark.,
2018)

En 6nemli ti¢ kantitatif 6zellik lokusu (QTL'ler), Xmnl1-HBG2 veya rs7482144 olarak
adlandirilan kromozom 11p15.4 tizerinde HBG2'nin 5° —158 pozisyonundaki C / T,
6923 kromozomu iizerindeki HBS1L-MYB intergenik bolgesinde bulunan SNP ve
kromozom 2p16.1 iizerindeki BCL11A geninde bulunan mutasyonlar1 ve SNP’leri
kapsayan gen lokuslaridir. Bu ii¢ bélgedeki DNA mutasyon ve polimorfizmleri, HbF
seviyelerindeki varyasyonlarin yaklasik %10-%50'sini olusturur. Bu da ek lokuslarin

dahil oldugunu gostermektedir (Thein, 2018).

Birgok calisma gostermistir ki; HBG1-HBD intergenik bdlge, y-B globin gen
degisiminde onemli bir regiilator rol listlenmektedir. Galarneau ve calisma grubu bu
bolgede yer alan bir SNP (rs10128556) tespit etmis ve HbF iizerinde HBG2-Xmn1l
QTL’inden daha fazla etkisi oldugunu 6ne siirmiislerdir (Galarneau ve ark., 2010; Hu

ve ark., 2020).
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Sekil 2.24. B-globin geninin aktlf IOOpIng pozisyonunda etkisi olan baslica transkr1p51yon faktorleri
(Paikari ve Sheehan, 2018). y-A HBG1 genini, y-G HBG2 genini, ¢ HBE genini, 8 HBD genini ve
HBB genini isaret etmektedir.
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B-benzeri globin genleri, 11. kromozom iizerinde gelisim sirasinda eksprese edildikleri
siraya gore dogrusal olarak dizilmistir (HBE1, HBG1 / HBG2, HBD / HBB). 16 kb
uzunlugundaki lokus kontrol bdélgesi (B-LCR), transkripsiyon aktivatorleri igin
baglanma bolgelerinin kiimelerinden (loci) olusan dort eritroid spesifik DNaz-1 hiper
sensitif (HS) bolgeden olugmaktadir. LCR, B-benzeri gen kiimesinin 40-60 kb
yukarisinda bulunup, looping ve B-benzeri globin promotorleri ile direkt etkilesim
yoluyla B-benzeri genlerin ekspresyonunu diizenler (Kim ve Dean, 2012). GATAL,
TALI, E2A, LMO2 ve LDBI transkripsiyon faktor proteinlerinden olusan
kompleksin, LCR ve globin promotdrleri arasindaki dongii olusumuna aracilik ettigi

disiiniilmektedir (Breda ve ark., 2016).

B benzeri globin gen ekspresyonu; gen-otonom kontrol ve LCR ig¢in globin genleri ve
BCL11A gibi y-0 intergenik bolgeye baglanan trans-acting repressor genlerin
kompetitif baglanmasi ile diizenlenmektedir (Enver ve ark., 1990).

GWAS (Genome-wide association) ve takip eden ¢aligmalar, BCL11A’nin HBG’nin
anahtar negatif regiilatoric oldugunu géstermistir. Bir ZF  (Zinc-Finger)
transkripsiyonel repressor olan BCL11A proteini, -benzeri globin gen lokusu igindeki
HBG aktivasyonu i¢in Kritik bolgeleri isgal etmekte ve HBG promotdriinii kapatarak,
LCR ile HBB promotorii arasindaki uzun etkilesimler silsilesinin baslamasina izin
vermektedir (Sekil 2.24). BCL11A bu rold, eritroid ana diizenleyiciler GATA1, SOX6,
ZFPM1 / FOGI ve HDACI ve HDAC?2 igeren NuRD baskilayict kompleksi ile
etkilesime girerek uygulayabilmektedir. BCL11A’nin mutasyona veya delesyona
ugradigi durumlarda, BCL11A baskisindan kurtulan LCR, HBGnin serbest kalan
promotiiriine baglanarak y-globin ekspresyonunu baglatacaktir (Bauer ve ark., 2013;
Paikari ve Sheehan, 2018).
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Sekil 2.25. Gelisimsel siirecte aktif/inaktif haldeki y-globin ve B-globin genleri degisimini gdsteren
illustrasyon (Ali ve ark., 2020).

Genomik caligmalar ayrica, yiiksek HbF seviyeleri ile iligkili, kromozom 6q
tizerindeki GTP baglayic1 uzama faktdrii HBSIL ile myeloblastoz onkogen MYB
arasindaki intergenik bolge iginde lokalize mutasyon ve polimorfizmleri de
gostermistir. MYB transkripsiyon faktorli, hematopoez, eritropoez ve HDF
seviyelerinin 6nemli bir regiilatér elemanidir ve eritroid karakteristiklerini su iKi
mekanizma yoluyla modiile etmektedir: Birincisi dogrudan KLF1 ve TR2/TR4 gibi
diger niikleer reseptorlerin aktivasyonu ile ve ikincisi de dolayli olarak eritroid
farklilasmasinin  kinetiginin degistirilmesi yoluyla yapmaktadir. Diisik MYB
seviyeleri, eritroid farklilasmasini hizlandirarak, daha biiyiik olan ve fakat halen
agirlikl olarak y-globin eksprese eden erken eritroid progenitor hiicrelerin liretimine

yol acar (Stadhouders ve ark., 2014).

KLF1 (Kruppel benzeri faktor 1), eritropoezde anahtar rol oynayan temel bir eritroid
spesifik transkripsiyon faktoriidiir. KLFI, hem yetiskinlik asamasinda HBB
promotorii ile etkilesime girerek dogrudan B-globin gen ekspresyonunu aktive ederek,
hem de BCL11A promotériine yerleserek vy-globin repressorii BCL11A
ekspresyonunu artirarak hemoglobin degisimini etkilemektedir. Dogustan heterozigot
KLF1 mutasyonlarinin, fetal hemoglobinin kalitsal kaliciligit (HPFH) ve KLF’in
lentiviral yontemle knock-down edilmis yetiskin eritroblast kiiltlirlerinde azalmis

BCL11A ekpresyonu ile sonuglandig bildirilmistir (Bank, 2006).
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Ek olarak globin genlerinin regiilasyonu; epigenetik olarak histon modifikasyonlari,
metilasyon, Lizin-spesifik Dimetilazlar (LSD’ler) ve microRNA (miRNA’lar) ile
kontrol edilmektedir (Paikari ve Sheehan, 2018).

LDB1 (LIM-Domain Binding 1) Geni; B-globin genlerinin transkripsiyonu igin DNA
looping’ini baslatan ana proteindir. Ancak, DNA’ya direkt olarak baglanamaz, bunun
icin TAL1, LMO2, E2A ve GATALI proteinlerini iceren GATA elementlerine (-LCR
kompleksi) ihtiya¢ duyar (Deng ve ark., 2012).

GATAL; KLF1, MYB genleri BCL11A’ nin promotdriine baglanarak aktivasyonundan
da sorumludur. Dolayisiyla bu genlerdeki polimorfizmler HbF iizerinde daha biiyiik

etkisi olan BCL11A’nin kendi ekspresyonunu bastirarak, y/B globin regiilasyonunu

tersine ¢evirme yetenegine sahiptir.
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Sekil 2.26. Kromatin looping ve PB-LCR&LDBI/GATA kompleksi aracili f-globin geni
transkripsiyonunun illustrasyonu (Deng ve ark., 2012).

Sekil 2.26’da Deng ve ¢alisma grubu tarafindan GATA1’in yerine LDB1’¢ baglanan
bir ZF (Zinc-finger) oligoniikleotidinin kromatin looping’ini baglattigini, ancak

transkripriyonun devami i¢in GATA1 elemanina ihtiyag oldugu gosterilmistir.
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TAL1 ise, GATA1’in BCL11A’ya baglanmasindan, B-LCR’nin [-benzeri genlerin
promotorlerine  baglanmasindan, = KLF1’in  aktivasyonundan, = GATA1’in

aktivasyonuna kadar tiim siire¢lerde kilit protein rolii iistlenmektedir (Kassouf ve ark.,
2010).

Ayrica HbF regiilasyonunda ise karisan ve beta-globin gen lokusunda lokalize olan ve
olmayan (BCL11A ve MYB gibi) tiim regiilatorlerin sahip olduklar1 polimorfizlerin
haritalanmas1 ve HbF {izerine olan etkileri giincel aragtirmalar i¢ginde yer almaktadir

(Sekil 2.27, Sekil 2.28 ve Sekil 2.29).

chr 11p15.4

rs10128556  rs7482144
| I

H Hi o] H = H 1
—-— -— -— -— -— -—
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f T T T T 1
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(| i [ | Il I
AN AN— | | |~ |
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Sekil 2.27. HbF regiilator elemanlarindan Beta-Globin gen lokusunun ve lokalize polimorfizmlerin
haritalanmas1 (Menzel ve Thein, 2019).

41



chr 2p16.1
(1l B "IN B BRI RN I N BB

M

primary signal
rs1427407 rs11886868

\r376643 754671393

) Ll erythroid enhancer ) )
' . T T 1
BCLIIA ~ +62+58+55

I I I I
60,650,000 60,700,000 60,750,000 60,800,000

Sekil 2.28. HbF regiilator elemanlarindan BCL11A gen lokusunun ve lokalize polimorfizmlerin
haritalanmasi (Menzel ve Thein, 2019)
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Sekil 2.29. HbF regiilatér elemanlarindan MYB gen lokusunun ve lokalize polimorfizmlerin
haritalanmasi1 (Menzel ve Thein, 2019)
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2.5. TAL1 Transkripsiyon Faktorii

Protein yapidaki TAL1 (SCL/TAL1, T-hiicre Akut Losemi Proteini-1, bHLH
Transkripsiyon Faktorii-1, Eritroid Diferansiyasyon Faktorii), hematopoez ve
lokomogenez islemlerine katilan bir transkripsiyon faktoriidiir. Eritrositler ve diger
kan hiicrelerinin yapimina, erken emriyogenezde mezodermin olusturulmasina

katilmakta ve yetigkinlikte ise hematopoezi regiile etmektedir.

TALI geni, insan I0semisinde bulunan tiimore 0zgii bir kromozomal
translokasyondaki rolii ile 24 yil once tanimlanmistir (Robb ve Begley, 1997).
TALD’in asir1 ekspresyonuna yol acan degisikliklerin, insan T hiicresi akut
lenfoblastik 16semisinde (T-ALL) bulunan en yaygin tiimére 6zgli kromozomal
anormallikler oldugu kabul edilmektedir. Ayrica ¢aligmalar, TAL1’in k&tii huylu
transformasyona dahil oldugunu dogrulamis ve tiimor olusumunu hizlandirmak i¢in
diger onkojenler ile sinerjik olarak hareket edebilecegini gostermistir (Robb ve

Begley, 1997; Schroeder ve ark., 1968).

Hematopoietik kok hiicrelerinin multipotensisini belirlemekte ve bunlar1 sessiz fazda
(GO) tutmakta zorunluluk arz eden TAL1 aymi zamanda, E2A/HEB, GATAI-3,
LMO1-2, Ldbl, ETO2, Runxl, ERG, FLII gibi bir¢ok transkripsiyon faktoriiyle
etkilesime girerek hematopoezi regiile etmekle yiikiimliidiir. Bu kompleksler i¢cinde
TAL1 normal myeloid farklilasmasini, eritroid progenitorlerinin proliferasyonunu
regiile etmekle birlikte, hematopoietik kok hiicrelerinin farklilasma yOniinii de

se¢mektedir (Vagapova ve ark., 2018).

SCL kompleksi veya TAL kompleksi denilen transkripsiyon kompleksi; genellikle
(TAL1/E2A/GATA1/LMO2/Ldbl) ana elemanlarindan olusup, liyeleri degiskenlik
gostererek, cesitlilik arz edebilmektedir. TALI’in etkilesim i¢inde bulundugu ve
komplekste yerini alan TF’lerin cinsi ise myeloid ve lenfoid hiicrelerinin
farklilagmalarinin aktivasyonu veya inhibisyonunu belirlemekte, uzun yillardir TAL1
dogrudan kanserle iligkili bulunmaktadir (Choi, 2014; Gering ve ark., 1998; Palii ve
ark., 2011; Tan ve ark., 2019).
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Transkripsiyon faktorii TAL1, hematopoezin ana regiilatorlerinden biridir ve DNA’ya
regiilator bolgelerinden baglanan, E-box dizisi (CANNTG) ile etkilesime giren ve
GATA, Ets, Runx gibi faktorlere baglanmayi saglayan HLH (Helix-Loop-Helix)
domaini igerir. TAL1 gen ekspresyonunun inhibisyonunun, erken embriyonik evrede,
vitelliis kesesinde hematopoezin tamamen durmasiyla sonuglandigi c¢alismalarda
gosterilmistir (Robb ve ark., 1995). Eriskinlikte ise TAL1’in maksimum ekspresyonu,
pluripotent hematopoietik kok hiicreleri, multipotent myeloid ve lenfoid

progenitorleri, eritroid ve megakaryositik hiicrelerinin varligini isaret etmektedir.

TALI geni insanda 1 numarali kromozomun kisa kolunda p33 bolgesinde yerlesmistir
(Sekil 2.30).

Genomic Locations for TALT Gene
chr1:47,216,290-47,232,389 (GRCh38/hg38) chri:47,681,962-47,697,.892 (GRCh37/hg19)
Size: 16,100 bases Orientation: Minus strand Size: 15,931 bases Orientation: Minus strand

Genes around TAL1 on UCSC Golden Path with GeneCards custom track

Cytogenetic band:  1p33 by HGNC 1p33 by Entrez Gene 1p33 by Ensembl
TAL1 Gene in genomic location: bands according to Ensembl, locations according to Geneloc (and/or Entrez Gene and/or Ensembl if different)
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Sekil 2.30. TAL1 transkripsiyon faktor proteinini kodlayan TAL1 geninin kromozom 1 iizerinde
lokalizasyonu. (GeneCards, https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=TAL1, Erisim tarihi:
01.09.2020)

TAL1 geni yapisal olarak birbirinden farkli uzun ve kisa transkript varyantlari ortaya
cikarmaktadir. Normal TAL1 6 ekzondan (I-VI ekzonlar) olusurken, alternatif
kirpilma ile kisa (TAL1-S) ve uzun (TAL1-L) TALI transkript varyantlari, izoformlari
ortaya ¢gikmaktadir. TAL1-L ve TAL1-S izoformlari bu normal mRNA’dan sentezlenir
(Sekil 2.31).
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Sekil 2.31. TALI geninin yapisi ve bu gene ait uzun ve kisa transkript varyantlar1. a. I-VI ekzonlarinin
yerlesimi, b.Uzun TALI1 transkript varyanti. TAL1-L ve TALL-S izoformlar1 bu mRNA’dan
sentezlenir. UTR: Translasyona katilmayan bélge (Untranslared region), ORF: upstream ag¢ik okuma
cergevesi (Open Reading Frame), bHLH: Helix-Loop-Helix domain’ini sentezleyen mRNA bdlgesi. c.
Kisa TAL1 transkript varyanti, bu varyanttan sadece TAL1-S izoformu sentezlenmektedir (Vagapova
ve ark., 2018).

TALL, hemoglobinin gelisimsel siire¢ boyunca sentezlenmesinde [-globin/y-globin
se¢iminde y-globin’den yana kromatin katlanmada biiyiik rol oynamaktadir (Grieco ve
ark., 2015; Vagapova ve ark., 2018; Wienert ve ark., 2015; Yun ve ark., 2014).

TALL1 geni, GATA1’in BCL11A’ya baglanmasindan, B-LCR’nin B-benzeri genlerin
promotorlerine  baglanmasindan,  KLF1’in  aktivasyonundan, = GATAI’in
aktivasyonuna kadar tiim siireglerde kilit protein rolii tstlenen TAL1 proteinini

kodlayan gen olarak 6nem arz etmektedir. (Abi Saad ve ark., 2014)
Temel olarak fonksiyonlar1 s6yle siralanabilir:

- bHLH gen ailesi iiyeleriyle etkilesim (E2A gibi),

- LIM-domain proteinlerle etkilesim (LMO1, LMO2 gibi),
- Koti huylu onkogen aktivitesi,

- E-box motiflerinden (CANNTG) DNA’ya baglanma,

- Hematopoez regiilasyonu gibi yasamsal diizenlemelerde ise karigsmaktadir.
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Boylesine kritik rolleri olan TAL1’in 0&zellikle hemotopoez, globin gen
regiilasyonu(6zellikle HbF i¢in gamma globin gen ekspresyonu) ve hemoglobin
diizenlenmesine yonelik davranisinda, iliskide ve etkilesimde oldugu protein ve
transkripsiyon faktorleri i¢in degisik ag (network) calismalari yapilmistir. Bu
calismalarda TALI ile etkilesen 3’lii, 6’11 ve ¢oklu baglantilar, TAL1’in 6nemini daha
da artirdigin1 ortaya koymaktadir. Ayni zamanda TALI1, etkilesimde bulundugu
LMO2, GATA1-3, MYB genleri ile simiiltane olarak eksprese oldugu goriilmektedir
(Sekil 2.32 ve Sekil 2.33).

Sekil 2.32. TALI’in iliskide oldugu protein ve transkripsiyon faktorleri (STRING, https:/string-
db.org/cgi/network?taskld=bbT5HyzABClJl&sessionld=btmjLPM545nx, Erisim tarihi: 01.09.2020).

46



Edges:

Edges represent protein-protein associations =~ Known Interactions Predicted Interactions Others
associations are meant to be specific and &—®  from curated databases S gene neighborhood S—®  textmining
meaningful i.e. proteins jointly contribute to a
4 P # Y E—O  experimentally determined @ gene fusions = co-expression

shared functio

this does not necessarily mean
[ ]

o —

they are physically binding each other. gene co-occurrence E— protein homology

Your Input:

Teell acute [ymphocytic leukemia protein 1; Implicated in the genesis of hemopoietic malignancies. It may play an important

=
@ TAL1  rofein hemopoletic differentiation. Serves as a positive regulator of erythroid differentiation (By similarity); Basic he é § :% "% '?“E o = E
helix proteins (331 aa) § JE E % -% E E "§ -
Predicted Functional Partners: g E f'g § % E': 3 3_% E
@ LMO2 Rhombotin-2: Acts with TALT/SCL to regulate red blood cell development. Also acts with LDBT to maintain erythroid precursors LI I 0999
@ LDB1  LiM domain-binding protein 1; Binds to the LIM domain of a wide variety of LIM domain- containing transcription factors. May re... LI ) 0.996
@ GATA1 Enythroid transeription factor; Transcriptional activator or repressor which probably serves as a general switch factor for erythro.. " e 0.994
@ GATAZ Endothelial transcription factor GATA-2: Transcriptional activator which regulates endothelin-T gene expression in endothelial c... .. 0.990
@ TCF3  Transcription factor E2-alpha; Transcriptional reguiator. Involved in the initiation of neuronal differentiation. Heterodimers betwe.._ LI 0.987
@ GATA3 Trans-acting Tcell-specific transcription factor GATA-3; Transcriptional activator which binds to the enhancer of the Tcefl recept... EL 0.985
@ LMO1  Rhombotin-T; May be involved in gene requlation within neural lineage cells potentially by direct DNA binding or by binding to of... LI 0.983
@ TCF12 Transcription factor 12- Transcriptional regulator. Involved in the initiation of newronal differentiation. Activates transcription by .. " ew 0.977
@ RUNXT Runt-related transcription factor 1; CBF binds to the core site, 5-PYGPYGGT-3, of a number of enhancers and promoters, includi... LR ] 0.967
® MYB Transcriptional activator Myb; Transcriptional activator; ONA-binding protein that specifically recognize the sequence 5-YAACIG... - ew 0.967

Your Current Organism:

Homo sapiens

NCBI taxonomy Id: 9606
Other names: H. sapiens, Homo saplens, human, man

Sekil 2.33. TALI’in iliskide oldugu protein ve transkripsiyon faktorleri illustrasyonuna ait lejant
(STRING, https://string-db.org/cgi/network?taskld=bbT5HyzABCJI&sessionld=btmjLPM545nx,
Erisim tarihi: 01.09.2020).

Biz de biitiin bu bilgiler 15181nda, HbF’1 yliksek beta-talasemi majorlii hastalarda,
TAL1 ekspresyon diizeyi ile yiiksek HbF seviyesi arasinda bir iliskinin olup
olmadigin1 ger¢ek zamanlh kantitatif RT-PCR (Real-time quantitative RT-PCR)

yontemi kullanarak belirlemeye calistik.
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2.6. Kantitatif RNA Ekspresyon Tayin Yontemi: qRT-PCR

Revers-Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR); hiicrelerden izole
edilen RNA molekiillerinin, retroviriislerden izole edilen Revers Transkriptaz enzimi
yardimiyla komplementer DNA (cDNA) sentezini gerceklestirmesi sonucu, gen
ekspresyonu analizlerinin yapilabildigi hizl1 ve hassas bir yontemdir. Bu yontemle ¢ok
diisiik titrelerdeki mRNA bile saptanabilmekte ve ayni zamanda ekspresyon miktari
da tespit edilebilmektedir. Olusan RT-PCR iriinlerinden c¢DNA Kkiitiiphaneleri
olusturulabilir ~ ki  bunlar daha sonra  gen  Kkiitliphaneleri  olarak
degerlendirilebilmektedir. RNA analiz tekniklerinden; RNA hibridizasyonu, RNaz
koruma ydntemleri, in situ hibridizasyon ve SI niikleaz yontemleri ile kiyaslandiginda

daha hassas, hizli, giivenilir ve kolay bir yontem olarak degerlendirilebilir.
RT-PCR tek veya iki adimli olarak gergeklestirilebilir.

Iki adimli RT-PCR’da; RT tamponunda cDNA sentezi gerceklestirilir. Sentez edilen
cDNA’nin 1/10’u PCR ig¢in kullanilir. Kullanilmayan cDNA ise —-80 °C’de
saklanmalidir. Tek zincirli cDNA oligo (dT), random hekzamer veya GSP (Gen
Spesifik Primerler) primerlerle eslesir. Tek adimli RT-PCR yonteminden farkl olarak
faydalar1 ise amplifikasyon enziminin ve primerlerin secilebilmesi, tek Ornekten

olusan farkli mesajlarin saptanmasi ve kantitasyonuna uygunluktur.

Tek adimli PCR’da ise revers transkripsiyon ve PCR ayni tiipte optimize edilen
kosullarda gergeklesir. Bu yontem fazla miktarda RNA 0Ornegi varken daha
kullaniglidir. cDNA sentezi ve amplifikasyon arasinda tiiplerin acilip kapatilmasina
gerek olmadigindan tek adimli RT-PCR yonteminde kontaminasyon riski en aza
indirilmis olur. Tek zincirli RNA GSP primerleriyle eslesir. Daha az pipetleme, daha
az kontaminasyon riski vardir. Kantitatif PCR’a uygundur. Revers transkriptaz ile
amplifikasyon enzimleri birlikte calisir ve yiiksek hassasiyetlidir (Okutucu ve
Pehlivan, 2003).
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Hucre yada doku

RNA izolasyonu
‘.
AAAAA(A), 7,
AAAAA(A) ;’5
cDNA sentezi l
i imerlar Oligo dT primer Rastgele hekzamer
Gen spesifik primer -
ALASANONY N
e el = o o —— M
| T
PCR amplifikasyonu

Sekil 2.34. RT-PCR islem adimlar1 (Okutucu ve Pehlivan, 2003).

Biz de bu ¢alismamizda hizli, pratik ve maliyeti uygun olan SYBR Green ve random
(rastgele) hekzamer primerleri kullanarak, cDNA amplifikasyonuna dayali kantitatif
gercek veya es zamanl (real-time) RT-PCR yontemi kullanarak, HbF’i yiiksek olan
beta-talasemi majorlii hastalarda HbF sentezini diizenleyen kompleks iginde yer alan
TALI gen ekspresyonunu 30 hastadan gercgeklestirerek HbF yiiksekligi ile ilskisini
arastirdik.
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3. GEREC ve YONTEM

Projemiz “Beta Talasemi Major Hastalarinda TAL1 Geni Ekspresyon Diizeyinin
Belirlenmesi ve HbF ile Iliskisinin Arastirilmas1” ismi ile Akdeniz Universitesi T1p
Fakiiltesi, Klinik Aragtirmalar Etik Kurulu onayini aldiktan sonra, proje kapsaminda
yer alan 30 hasta ve 30 kontrol i¢in kullanilacak sarf malzemelerin satin alma siirecine
gecildi. Satin alma siireci heniiz baslamisken, Yiiksekdgretim Kurulu (YOK) karari
(2019) ile Anabilim Dalimiz Tibbi Genetik Programinin bagka bir Anabilim Dalina
aktarilmasindan sonra, Universitemiz BAP Birim Koordinatérliigii bilgilendirildi ve
proje sarflarinin satin almasi BAP tarafindan durduruldu. Projemizin satin almasi
yaklasik 6 ay siireyle gecikmis oldu. Siire¢ sonunda satin alma islemleri yeniden
baslatilmis ancak COVID-19 (SARS-CoV-2) Pandemisi’nin baslamasi ile satin
alinacak sarf malzemelerin gecikmeli olarak, ayr1 ve uzun araliklarda gelmesine neden
oldu. Tezini ¢alisacak 6grencilerin pandemiye maruz kalmamalar1 ve hak kaybina
ugramamalar1 i¢cin YOK tarafindan iletilen kararname ile 2020-Bahar déneminde
kayitlart donduruldu. Bu arada projemizde paydas olan Antalya Egitim ve Arastirma
Hastanesi, Adem Tolunay Talasemi Merkezi’nden beta talasemi major tanisi almis ve
HbF degeri yiiksek (HbF>%?2), tranfiizyon tarihlerine gore merkeze gelen 30 hastadan,
transfiizyon dncesi EDTA’l1 5’er ml periferik kanlar toplanmaya baslandi. Hastalardan
ve kontrol grubundan aldigimiz ve toplam RNA izolasyonu yapilacak periferik kanlar,
taze olarak calisilamadigindan -20 °C’de saklandi. Kontrol grubu igin ise ayni
merkezden kan vermek ic¢in basvuran, donor olan, talasemi ve diger
hemoglobinopatilerle ilgisi olmayan, HbF basta olmak iizere kan parametreleri normal
seviyelerde olan, bilgilendirilmis, aragtirmaya katilmak isteyen ve imzali
Aydinlatilmig Onam Formu (EK-1) alinan 30 saglikli bireyden 5 ml’lik periferik kan
EDTA’l tiiplere alinarak, RNA elde edilmeye gidildi.

Toplam RNA eldesi i¢in Pure Link™ RNA Mini Kit (Invitrogen, Thermo Fisher
Scientific, USA) kullanildi. Kit i¢inde verilen asagidaki basamaklar1 igeren protokol
kullanildi.
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Kit ile RNA izolasyonu
Periferik Kandan Kit ile RNA izolasyon Protokolii

On hazirlik olarak; her bir 6rnek icin %1°lik 2-Merkaptoetanol (2-ME) (Sigma) iceren
0.2 ml (200 pl) taze Lizis Tamponu hazirlandi.

Bunun i¢in 198 mikrolitre Lizis Tampon iizerine 2 ul 2-ME eklenip, pipetaj veya

vorteksle karistirildi.

1. Periferik kandan 0.2 ml alinarak RNaz igermeyen 1.5 ml ependorf tiipe
konuldu.

2. Uzerine taze hazirlanmis ve 2-ME igeren Lizis Tampondan 0.2 ml eklendi.

3. Kan hiicreleri vortekslenerek (Boeco, Germany) lizize ugratildi ve 13 000

rpm’de oda 1s1sinda 2 dakika santrifiij (Boeco, Germany) edildi.
4. Siipernatan RNaz i¢ermeyen yeni 1.5 ml ependorfa transfer edildi.

5. Uzerine 0.2 ml %100’liik etanol (Merck) eklenip, pipetaj ve vorteksle presipite
edildi.

6. Ornek, toplama tiipiinde bulunan spin kolon iizerine konuldu ve 13 000 rpm’de

oda 1s1sinda 15 saniye santrifiij edildi.

7. Spin kolon yeni toplama tiipiine alind1 ve lizerine 700 pl Yikama Tamponu I
eklenerek, 13 000 rpm’de oda 1sisinda 15 saniye santrifiij edildi. Toplama tiipii

ve s1v1 kisim atildi. Spin kolon yeni bir toplama tiipiine alindu.

8. Spin kolon {iizerine, iginde etanol bulunan Yikama Tamponu II’den, 500 pl

eklendi.

9. 13 000 rpm’de oda 1sisinda 15 saniye santrifiij edildi. Toplama tiiptindeki siv1
kisim dokiiliip, kolon tekrar tlipe yerlestirildi.

10. 8. ve 9. basamaklar bir defa daha tekrar edildi.

51



11. Spin kolonlar, RNA’nin tutundugu membranin kurumasi i¢in 13 000 rpm’de

oda 1sisinda 1 dakika santrifiij edildi.

12. Spin kolonlar saklama tiipiine alinarak, tam merkezine 30 ul RNaz icermeyen

su ilave edildi.
13. Kolonlar 1 dakika oda 1s1sinda inkiibe edildi.

14. Saklama tiipiindeki spin kolonlar, 13 000 rpm’de oda 1s1sinda 2 dakika santrifiij
edildi.

15. Piirifiye RNA’larin miktar ve kalite 6lgtimleri yapildi. Hemen cDNA eldesine
gidilmeyen ornekler kisa siireli -80 °C’de (Bosch) saklandi.

RNA Orneklerinin spektrofotometre ile 6l¢iimii

Elde edilen RNA Orneklerinin miktar ve safligi nanodrop cihazi (Quawell, Q9000,
Hong Kong) ile Oolgiilerek sirasiyla 260 nm ve 280 nm dalga boylarinda
spektrofotometrik olarak dl¢limleri yapildi. Saflik oran1 OD 260/0D 280 formiiliine
gore hesaplandi ve 1.8-2.1 aras1 olanlar saf kabul edildi. RNA miktart:

“OD260 x Sulandirma katsayis1 x 40” formiiliine gore hesaplandi.
Toplam RNA ve Hedef mRNA Miktari

Elde edilen toplam RNA’nin icinde mRNA, tRNA, rRNA, miRNA, siRNA ve
IncRNA’lar bulunmaktadir. Normal kosullarda bile toplam RNA’nin %80-85’1 rRNA
(28S, 18S, 5S), %10-15’1 tRNA ve %1-5’i mRNA’dan olusmaktadir. Elde edilen
toplam RNA, agaroz jelde elektroforeze tabi tutuldugunda, toplam RNA’nin %80-
85’ini olugturan rRNA’nin 28S ve 18S kisimlarinin iki yogun bandi goriliir. Bu
goriintii RNA izolasyonunun oldugunu gosterir, ancak Ozellikle bekletilmis ve

dondurulmus kan 6rneklerinde yeterli mRNA varligin1 géstermemektedir.
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cDNA Sentezi

cDNA Sentezi 3 asamali olarak yiiriitiildii. Birinci asamada; 2x RT PCR master miksi
hazirland1. Ikinci asamada; toplam RNA, 2x RT PCR master miski ile 1x
konsantrasyona getirildi. Uciincii asamada ise, PCR cihazinda revers transkriyon (RT)

reaksiyonu gerceklestirildi.

High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems by Thermo
Fisher Scientific, Lithuania) igerigi ile master miks hazirlandi. Protokole gére her bir

ornek i¢in 2 defa hazirlanmak tizere;

10X RT Tamponu 2ul
25X dNTP miks (100 mM) 0.8 ul
10X RT Random Primerler 2 ul
RNaz Inhibitorii 1wl

10X MultiScribe™ Reverse Transkriptaz 1 pl

Niikleaz igermeyen steril distile su 3.2ul

Toplam 10 pl

Buz tizerindeki ependorflarin igerisinde master miks hazirlandi.

Bu karisim ilgili reaksiyon tiiplerine dagitildi. Bunun i¢in her ilgili 6rnege ait toplam
RNA’dan 10’ar pl ilave edildi. Toplamda 20 pl 1x RNA igeren reaksiyon hazirlanmig
oldu. Bir-iki defa hafifce pipetaj yapildi. Kisa siireli, birkag saniye olacak sekilde
santrifiij edildi. Tiim 6rnekler, PCR cihazina ytikleninceye kadar buzda bekletildi.
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c¢DNA Sentezi icin PCR Kosullar

Buz iizerinde bekletilen 6rnekler i¢in, programlanan PCR cihazinda (ABI System

9700, USA) asagidaki kosullarda RT reaksiyonu gerceklestirildi.
25 °C’de 10 dk,

37 °C’de 120 dk,

85 °C’de 5 dk inkiibasyona birakildi.

Siire sonunda, drnekler kantitatif real time PCR’da ekspresyon tayini i¢in kisa siireli

+4 °C’de uzun sireli -80 °C’de saklanda.
Elde Edilen cDNA’nin Elektroforetik Kontrolii

Hem hasta hem kontrol hem de referans housekeeping gen GAPDH cDNA
orneklerinden 2’ser pl ve 2 ul 6x yiikleme tamponu karigtirilarak, elektroforezde
(BioRad Midi Consort, USA) IxTBE tamponda ve %1’lik agaroz jelde (SeaKem,
USA) yiiriitiildii ve goriintiileme sisteminde (Pop Bio Imaging, England) goriintiilendi.

Hasta ve kontrol grubunun 6rneklerinden cDNA sentezinden sonra TAL1 geni ve
referans olarak en sik kullanilan housekeeping gen GAPDH (GliserAldehid 3-Fosfat
DeHidrojenaz)’in ekspresyonunun tayini i¢in kullanilan primerler (Sentromer DNA
Teknolojileri, Tiirkiye) asagida Tablo 3.1°de verilmistir. Her bir primer 100 pM/ul
konsantrasyonunda distile su ile hazirlandi. Stok ve calisma primeri olarak boliintip,

kullanilincaya kadar -80 °C’de saklandi.
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Tablo 3.1. Ekspresyon tayini i¢in TAL1 ve GAPDH genlerine 6zgii primer ¢iftleri

PRIMER ADI YON PRIMER BAZ DiZiSi Tm (°C)
TAL1 F 5'-AGG GCC TGG TTG AAG AAG AT-3' 57.3
TAL1 R 5'-AAG TAA GGG CGA CTG GGT TT-3' 57.3
GAPDH F 5-ACG GAT TTG GTC GTATTG GG-3'  57.3
GAPDH R 5-TGA TTT TGG AGG GAT CTC GC-3'  57.3

Ayrica PowerUP ™ SYBRTM Green Master Mix (Universal 2X master mix for real-
time PCR) ticari kiti (Applied Biosytems, Thermo Fisher Scientific) ile TALL ve
GAPDH genlerine ait PCR kosullar1 asagidaki igerikte hazirlandi.

Kitin optimize olarak 6nerdigi protokol ¢er¢evesinde toplam reaksiyon hacmi 20 pl

olarak alindi. Buna gore her bir 6rnek igin;

PowerUP TM SYBR™ Green Master Miks (2X) soliisyonu 10.0 pl,
F (ileri primer) (100 pM/pl) 0.2 ul,
R (geri primer) (100 pM/pl) 0.2 ul,
Kalip olarak kullanilacak 20 pl’lik cDNA (1-10 ng) 2.0 pl,
dH20 (Deiyonize su) 7.6 ul,
Toplam hacim: 20.0 pl

Ornekler pipetajla yavasca karistirildi. Kisaca santrifiij edildi. Hava kabarciklari
giderildikten sonra 10’ar pl’lik her bir 6rnek bir kuyucuga yiiklenerek, optik plate
transfer edildi. Optik plate yapiskan optik film ile kapatildi. Plate kasete alinarak,
StepOne Plus (Thermo Fisher Scientific, USA) Es zamanhi (Real-Time) PCR

cithazinda reaksiyonlar gerceklestirildi.
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Kantitatif Eg zamanl (Real-Time) PCR kosullar1 asagida verilmektedir:
1. Basamak: 95 °C’de 10 dk baslangi¢ denatiirasyonunu takiben
2.Basamak: 95 °C’de 15 sn,

60 °C’de 1 dk 40 dongii olacak sekilde

3.Basamak: +4 °C’de sonsuz saklamada es zamanli (Real Time) PCR kuruldu.

Calisma bittikten sonra veriler kaydedildi ve RT-PCR veri toplama bdliimiinden
Treshold Cycle (Esik dongii; Ct) hesaplandi. Esik dongiisii, Ct, sinyalin esigi ilk gegtigi
nokta olarak alindi ve bu tiim 6rnekler i¢in hesaplandi. Baseline (Taban ¢izgisi) ise
RT-PCR’1n baglangi¢ dongiilerindeki floresan sinyal seviyesi olarak alindi. Ciinkii
Real-Time PCR’da pozitif reaksiyon, floresan sinyallerinin birikimi ile saptanir. C¢
degeri ile hedef niikleik asit miktar1 arasinda ters orant1 vardir. Diisiik C; degerleri,
ornekte daha yliksek miktardaki hedef niikleik asit varligini ifade eder (Heid ve ark.,
1996).

Karsilastirmah Ct (2 “2ACt) Yéntemi

Karsilagtirmali Ct yontemi, gen ifadesindeki degisiklikleri hedef gen ve referans gen
(internal gen) arasindaki goreceli kat farki olarak hesaplayan matematiksel bir
modeldir. AACt (Delta — Delta Ct) yontemi ile gosterilmektedir. AC: (hedef gen) = C;
(hedef gen) —C¢ (referans gen) olarak hesaplandi. Buna gore, AACt = ACt (hedef gen)
» = 5 — AACt

— AC:; (referans) seklinde hesaplanirken, “Goreli Miktar (relative quantity)

formiilii ile hesaplandi.

HbF yiiksekligi ile iligkisini arastirdigimiz TAL1 geni ekspresyon diizeyinin
belirlenmesi igin; HbF’i yiiksek hasta orneklerinin Ct degerleri; kontrol grubu olarak
aliman hem beta-talasemi major olup HbF’i normal smirlarda olan 2 hasta ile
hemoglobinopati iligkisiz saglikli ve normal olan kontrol grubunun C degerleri, ayni
zamanda hasta Ornekleri ile referans gen GAPDH’mm C: degerleri kiyaslanip,

ekspresyon diizeyleri belirlendi.
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Sekil 3.1. Gergek (Es) zamanli RT-PCR dongiileri, Esik Cizgisi, Taban ¢izgisi, Linear faz ve Ct degeri
(Jia, 2012).

Tez projesinin baglamasindan bugiine kadar yasanan program degisikligi, satin alma
slirecinin uzamasi, sarf malzemelerinin aralikli ve ayr1 ayri teslimi, ¢cogu hasta ve
kontrol 6rneklerinin alinip taze olarak calisilamamasi, tez projesi BAP siiresinin ve
ogrencilerin  Yiiksek Lisans siirelerinin maksimum kullanilmasi, COVID-19
pandemisinden dolay1r 6rnek alma tekrarlarinin elde edilemeyisi ve kisitli deney
malzemeleri nedeniyle, elde edilen cDNA 6rneklerinin bir kismi, son basamagi olan
ekspresyon profili deneyinin bir kisminin, maliyetini kendimiz karsilamak iizere, yerel
firma araciligr ile yurtdisindan (Centromere GmbH, Germany) yapilmasi yoluna

gidildi. Tiim veriler degerlendirilerek sonuglar elde edildi.
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4. BULGULAR

Hastalara Ait Demografik, Hematolojik ve Genetik Bulgular

Peryodik olarak transfiizyon alan, HbF degerleri yiiksek 30 beta talasemi major
hastasina ait demografik bulgular Tablo 4.1°de verilmistir. Bu verilere gore 30
hastanin yas ortalamas1 27,7 olarak hesaplandi. Hastalarimizin cinsiyet dagilimlarina
bakildigindal2 tanesinin erkek (%40), 18 tanesi kadin (%60) oldugu ve biitiin
hastalarimizin ortalama hemoglobin degeri ise 8,63 oldugu goriildii. Tiim hastalar
dahil edildiginde ortalama HbF degeri 10,23 olarak bulundu. En kii¢clik HbF degeri
%2,3 ve en yiiksek HbF degerinin ise %61,4 oldugu goriildii. Beta talasemi major olan
hastalarimizin %80’inin splenektomize oldugu goriildii. Splenektomize olmayan
hastalarinin %33t IVS.I1.1 (G>A)/ IVS.II.1 (G>A) homozigot genotipinde iken,
%330 IVS.IL.1 (G>A) i¢in bilesik heterozigot IVS.11.1 (G>A) / IVS.1.110 (G>A) ve -
30 (T>A)/IVS.IL.1 (G>A) genotipindeydi. Splenektomize olmayan bir hasta harig
(No.27), diger IVS.I.110 (G>A) i¢in homozigot genotipindeki hastalarin tiimiiniin
splenektomize durumda olduklar goriildii (Tablo 4.1).

Calisilan 30 beta talasemi major hastada, beta talasemiye neden olan 6 farkli beta-
globin geni mutasyonu gozlendi. En sik goriilen allelin %55 siklikla IVS.1.110 (G>A)
alleli oldugu bulundu. Ikinci sirada ise %20 siklikla IVS.IL1 (G>A) alleli yer ald
(Sekil 4.1). Hastalarda 11 farkli genotip bulundu. Genotipler arasinda 13 hasta
IVS.1.110 (G>A)/1VS.1.110 (G>A) homozigot sahipken, 1VS.1.110 (G>A)/IVS.II1.1
(G>A) birlesik heterozigot genotipi 4 hastada gorildi. IVS.IL1 (G>A)/ TVS.II.1
(G>A) homozigot genotipi 3, ayrica IVS.1.6 (T>C)/ IVS.1.6 (T>C) homozigot genotipi
de 3 hastada goriiliirken, diger genotipler birer hastada tespit edildi (Sekil 4.2).
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Tablo 4.1. Caligilan 30 hastanin demografik ve hematolojik verileri.

2
3
4| 4 1IVS.11.1 (G>>A)/IVS.IL.1 (G>A) 16,7 | 78,2 H
5| 5 |28-E| IVS.I110(G>A)/IVS.1.110(G>A) [ 11,1 [ 83 (842|269 |319 159 |744| 28 | E CG
1 6] 6 [27-E (-30T>A/IVS.11.745 (C>G)) 65 (86| 82 | 272332 161|767 28 | E cT cc GG
7 | 7 |30K| IVS..110(G>A)/IVS.1110 (G>A) 27 | 32,2] 18,5 | 67,9 E CC GG
8
9 [28-E (-30T>A/IVS.1.110 (G>A)) 39 |98 (81,1]|249]30,7| 256 | 50,1 4.1 CcC GG
10| 10 | 25K IVS.1.6 (T>C)/IVS.1.110 (G>A) 4,7 | 86 (893)268(30,1| 171 | 78,7| 33 | E CC GG
12 | 63K (-30T>A/-30T>A) 302 | 84 176,7[227|295| 286 [574| 46 | E CcC CG
13| 13 |30K (-30T>A/IVS.11.1 (G>A)) 18,7 | 85 | 773|254 |329| 198 | 686 36 | H L cT GG
14| 14 (24K IVS.1110(G>A)/IVS.1.110 (G>A) 46 | 74 [ 844|274 (325|175 | 724 | 29 | E GG
15| 15 (21K 1VS..110 (G>A)/IVS 1.110 (G>A) 2,3 192|776[265|342( 152 |816]| 26 | E
16
17| 17 |19K 1VS.1.6 (T>C)/1VS.1.6 (T>C) 75 |89 |711(238(335( 34 |778]| 37 | E
18| 18 [27K[ IVS.1.110 (G>A)/IVS.II1 (G>A) 86 | 10 | 794266335 18 | 78,7| 25 | E
19| 19 | 23K IVS.I1.1 (G>>A)/IVS.IL.1 (G>A) 7,6 [ 85 [824|275|334)| 16,7 (782| 25 | H 1T T GG
26-K| IVS.1.110 (G>A)/IVS.II.1 (G>A] 8,6 | 10 | 794 | 26,6 18 | 78,7 E

IVS.1.110 (G>A)/IVS.1.110 (G>A)

24| 24 [23k| vl (G>A)/Ivsa7a5 (C>G) | 3,5 |102[82,7| 281 34 | 143 [814] 24 [ E G
25| 25 [18-€] wvsi110(G>A)Ivs.110(G>A) | 3.6 |99 [794] 276 34,7] 155 [ 80,8 26 [ €
1VS.1.110 (G>A)/IVS.L110 (G>A)

KOD: Hasta kodu, Y-C: Yas- Cinsiyet, E: Erkek K: Kadin, HGB: Hemoglobin, SP: Splenektomi olup-
olmadigi, E (Evet): Splencktomi yapilmis H (Hayir): Splenektomi yapilmamis oldugunu
gostermektedir. Hemoglobin (HGB) igin normal deger araligi Antalya Adem Tolunay Kan Hastaliklar
Merkezi laboratuvarlarindaki referans araliklari; 13.6-17.2 g/dl, MCV i¢in 80.7-95.5 fL, MCH:27.2-
33.5 pg, MCHC:32.7-33.5 g/dl, RDW i¢in ise 11.6-14.6 (%) olarak verilmektedir. Yesil satirda bulunan
hastalar, ayn1 zamanda yapilan diger bir tez calismast (Billor, 2021) ile ortak hastalar oldugunu
gostermektedir.
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Allel Sayisi (n)

IVS.1.110 (G>A) IVS.11.1 (G>A) IVS.1.6 (T>C) 30T>A IVS.11.745 (C>G) IVS.1.1 (G>A)

Mutasyonlar

Allel Sayisi (n)

Sekil 4.1. Calisilan 30 hastadaki mutant beta-globin allellerinin dagilima.

Genotip Sikhigi

Genotip Siklig1

Genotipler

Sekil 4.2. Calisilan 30 Beta-Talasemi Major hastasinin genotip dagilimi

Hastalardan elde edilen RNA Orneklerinin nicelik ve nitelik Ol¢limleri ve
degerlendirmelerini takiben, %3’liik agaroz jel elektroforezinde goriintiilendi. 28S
rRNA ve 18S rRNA bantlariin varlig1 ile izolasyonun gerceklestigi teyit edildi (Sekil
4.3).
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gDNA ——p

28SrRNA —

18SrRNA __,

Sekil 4.3. izole edilen RNA nin elektroforezde kontrolii: gDNA’ya kars yiiriitiilen toplam RNA’daki
28S rRNA ve 18S rRNA’nin goriintiisii (Smear goriintiisiiniin baskisindan kurtulmasi igin 11k kisilarak
fotograflandi).

TAL1 geni ekspresyon seviyesinin belirlenmesinde kullanilan cDNA hedef bolgesinin

primer dizileri ve yerlesimleri ile 86 bp amplikon biiyiikligiiniin yeri GeneCards veri

tabanindan elde edilerek ortaya ¢ikarildi (Sekil 4.4)

12721
12781
12841
12801
12361
13021
132081
13141
13201
13261
13321
13381
132441
133501
13561
13/21

atggtgggct
ttgaacttte

ctgtttoctg
aagacggcoac
gttgtcactyg
cagctoctoat
tggggtggcc
cgtgagooco
gtocacaageco
ctgoctcoctaga
ggggatcaaa
agacaatgtc
acaatgatag
cgacatcact
tgagtagatyg
tAaamatotr

tcagggoagy
ctggatgtct

taccagtagg
ggtcttocceot
cctttggocot
ctgaggcatc
tgtgtggcca
atcttecaccc
tocgaggtgee
tgagctggge
gttotgottt
tgcagococctyg
tagagtgata
gttcatgotg
cgcageoccca
rAttTACT A

tggggtgaga
gaactttggg
agatcagaaa
cttcocctcag
ggagrttggg
cagcagtcte
cttctgtoca
aggcctatgt
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tocctaagect
gtgtgaaggc
gcatgtggge
tgatgggeogt
cttagaggga
AarthanTAara

gLggctogrgg
agagaasaggy
ttocaactoct
acgctggtgeo
tttoctttget
ARACCToom

Sekil 4.4. TAL1 geninin referans dizisi ve ekspresyon analizi i¢in kullanilan primerlerin yerlesimleri
(GeneCards, https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=TAL]1, Erigim tarihi: 01.09.2020).

HbF’i yiiksek 30 beta-talasemi major hastasinin TAL1 ekspresyon diizeylerinin
belirlenmesi; normalizasyonu takiben, hasta, normal-kontrol ve referans GAPDH igin
Ct degerleri arasindaki farklarin hesaplanmasi ile elde edilen degerler azalis, normal
ve katlar1 seklinde artis olarak hesaplandi. 30 hasta i¢inde sadece bir hastada (TS)
ekspresyon degeri; 1.0 olan normal kontrole karsilik 0,9 olarak hesaplandi. Bu farkin
hasta RNA Kkalitesinden kaynaklandigi sonucuna varildi. Bunun disinda ekspresyon

diizeyinde bir azalis saptanmadi.
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30 hastanin 23’{inde (%76,6), TAL1 ekspresyonun 1.1 ila 5,2 kat arasinda degisen artis
oldugu, buna karsin 7 hastada (%23,4) ise normal seviyede bulundugu gosterildi.
Ekspresyon artis1 goriilen 23 hastanin 13’linde 1.1 ila 1,6 kat arasinda artis oldugu
goriiliirken, geriye kalan 10 hastanin TAL1 ekspresyon seviyeleri 2 katin iizerinde

oldugu bulundu (Sekil 4.5).

TAL1 Ekspresyon Diizeyi

M Normal-Kontrol ®ETALL

52

42 41

39

33

16 1,5

1,2
11 11 1 1111111111“|

2
‘51111111“ 219 1 1 “‘ ‘ ‘ ‘

TL T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 Til Ti12 Ti3 Ti4 T15 Tie T17 T18 T19 T20 T21 T22 T23 T24 T25 T26 T27 T28 T29 T30

Hasta

Sekil 4.5. Caligilan 30 hastanin normal-kontrole karsilik hesaplanan TAL1 ekspresyon diizeyleri

Calisilan 30 hastanin HbF diizeyleri kiigiikten biiylige dogru siralanarak, 10’arli 3
gruba ayrildi. Gruplardan 1.Grup en diisiik (HbF=4,6), 2.Grup orta (HbF=7,48) ve
3.Grup en yiiksek HbF=25,46 ortalamasina sahipti (Tablo 4.2). TAL1 ekspresyon
diizeyi 2 katin iizerinde olan 10 hastadan 8’nin HbF’i en yiiksek ortalamaya sahip olan
3.Grupta yer aldiklar goriildii. 2 katin tizerinde ekspresyon gosteren 2 hasta ise (T6 ve

T16) 2.Grupta yer aldi.

Tablo 4.2°de goriildiigii tizere, 3.Grupta yer alan 10 kisinin HbF ortalamasi 25,46 dur.
Bu gruptakilerden 8’inde TAL1 ekspresyonu 2 kat ve iizeri oldugu bulundu.
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Tablo 4.2. Caligilan 30 hastanin HbF degerlerinin bityiikliiklerine gére 10’arl1 3 gruba ayrilmasi ve grup
HbF ortalamalari

2,6 8,6
4,7 i
4,6 6,00
2,3 9,5
5,6 7,6
s 7
3,6 6,5
4,7 8,6
4,9 7,6
! 5,9
41,6 74,8 254,6
4,16 7,48

TALI ekspresyon diizeyi 2 katin {izerinde bulunan ve en yiiksek HbF ortalamasina
sahip 3.Grup hastalarin genotiplerine bakildiginda, 4 hastanin IVS.I.110 (G>A)/
IVS.I.L110 (G>A) homozigot oldugu, 3 hastanin IVS.I.110 (G>A)’un ¢ farkli
mutasyon  ile  birlesik  heterozigot [IVS.L110  (G>A)/IVS.ILI(G>A),
IVS.1.1(G>A)/IVS.1.110 (G>A) ve — 30 (T>A)/IVS.I.110 (G>A)] oldugu bulundu.
Geriye kalan 3 hastadan birin — 30 (T>A)/ — 30 (T>A) homozigot, birinin — 30 (T>A)/
IVS.II.1(G>A) birlesik heterozigot ve birinin ise 1VS.IL.1(G>A)/ IVS.I1.1(G>A)
homozigot genotipte oldugu goriildii. Calisilan hastalardan dnceki projelerimizle ortak
olan BCL11A C>T, Xmnl C>T (Arikan 2016) ve SALL2 Ekzon-2 ¢.2236 C>G
varyantlarinin genotipleri birlike degerlendirildi. Ayrica, mavi satirda yer alan ve diger
bir projemizde A- ve G-gamma promotor bolgeleri ¢alisilan ortak hastalar olup, heniiz

verileri yer almamaktadir (Tablo 4.3).
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Tablo 4.3. Calisilan 30 hastanin demografik, hematolojik ve genetik verilerinin birlikteligi ve ¢alisilan
hastalardan, diger iki ayr1 tez projesi (Arikan, 2016; Karaman, 2017) ile ortak olanlarin, HbF diizeyleri
ile BCL11A rs11886868 C>T, Xmnl rs7482144 C>T ve SALL2 Ex-2 ¢.2236 C>G varyantlarinin
birlikteligi. Mavi satirdaki hastalar ise A- ve G-gamma promotor bdlgeleri ¢alisilan ortak hastalar.

NO[KOD| Y-C [ BETATALASEMiMUTASYONU | HBF | HGB| McV [ MCH [MCHC] RoW[ HBA1 [HBA2[ sP [BCL11A C>T[XMN1 C>T[ SALL2 E2¢.2236 CG
1] 1 [35-E[Ivs.1.110 (G>A)/IVS.I1 (G>A) 9,7| 80 | 251 [ 31,3 24 [61,30(330[ E cG
2| 2 | 23-E[IVS.L1(G>A)/IVS.L110 (G>A) 89]783] 256327194708 [31[H cc cc cG
3] 3 [26-E[ivs.L.110 (G>A)/ivs1110(G>A) | 2,6 |93 ]878[284[323|144[ 803 [29[E cr cc cG
4| 4 |[23-K|IVS.IL.1 (G>>A)/IVS.IL.1 (G>A) 7,6 85824275334 |16,7| 782 | 25| H TT T GG
S| 5 | 28-E[IVS.1.110 (G>A)/IVS.1.110 (G>A) 83842 269(319|159| 744 | 28| E CG

| 6] 6 [27-E[(:30T>A/1vs.11.745 (C>G)) | 65 [86] 82 [272]332]1610[767]28]E cT cc GG
7| 7 | 30-K[IVS.1.110 (G>A)/IVS.1.110 (G>A) 8,6 | 83,7 27 322|1185|679| 22| E CC GG
8| 8 | 21K|IvS.L6 (T>C)/IVS.L.6 (T>C) 56 |79]|518]|173 334298764 [77]E cG
9] 9 |28-E[(-30T>A/1V5..110 (G>A)) 98 [81,1[249[307[256[ 501 [41]E cT C GG
10 10 | 25K [IVS.L6 (T>C)/1VS..110 (G>A) 47 [86|893]| 268 301171787 [33]¢€ cT C GG
11] 11 | 46K [IVS.11.1 (G>>A)/IVS.I11 (G>A) 89839279 332][159(7610[260] E cG
12| 12 | 63K[(-30T>A/-30T>A) 84 767227295286 574 [46]E TT 55 cG
13 13 | 30K [(-30T>A/1VS.11.1 (G>A)) 85]773[ 254329198 686 |36 H TT cT GG
14| 14 | 24[IvS.1110 (G>A)/IVS..110 (G>A) 46 |74|8sa]274325[175] 72429 ¢ GG
15[ 15 | 21-K|I1VS.1.110 (G>A)/IVS 1.110 (G>A) 2:5 92 |776| 265 | 34,2]|152| 816 | 26| E

16] 16 | 38K [IVS.1.6 (T>C)/IVS.1.6 (T>C) 59 [92]786]2a3][309]272]779[39]E cT cc cc
17| 17 | 19K [IVS.1.6 (T>C)/IVS.L.6 (T>C) VA 89|71,1| 238 | 33,5 34 778 | 3,7 | E

18| 18 | 27-K[IVS.1.110 (G>A)/IVS.IL.1 (G>A) 8,6 10 | 79,4 | 26,6 | 33,5 18 18,7 125 | .E

19| 19 | 23K [IVS.I.1 (G>>A)/IVS.I1.1 (G>A) 7,6 85824275334 |16,7| 782 | 25| H TT T GG
20[ 20 | 26-k [1Vs.1.110 (G>A)/IVS.I1.1 (G>A) 86 | 10 [794[266]335] 18 [ 787 [25]E

21] 21 [25K]IV5.1110 (G>A)/IVS1110(G>A) | 614 | 8 | 747 22 | 295 31 | 27 |79 E cT o GG
22| 22 | 18-£[IVS.1110 (G>A)/IVS..110 (G>A) 95 [91[835[276] 33 [185[ 761 [27]E

23| 23 [ 28-E[IVS.1.110 (G>A)/IVS..110 (G>A) 7 88718 22 [306] 36 | 73656 E TT cC cG
24| 24 | 23K[IVS.11.1 (G>A)/IVS.11.745 (C>G) 35 [102]827]| 281 34 [143[ 81424 € cG
25| 25 | 18-E[IVS.1110 (G>A)/IVS..110 (G>A) 36 |99[794[276]347]155[808[26]E

26 26 | 32-E[1VS.1110 (G>A)/IVS..110 (G>A) 92754 255[338]275[628] 3 [E cT C cc
27| 27 | 31 [IvS.1.110 (G>A)/IVS..110 (G>A) 47 [96]81,1]269]332]166]787[27]H GG
28| 28 | 21K [IVS.1.110 (G>A)/IVS.IL.1 (G>A) 49 |88 83 [275[332|146| 79 [29]|H Tt

29| 29 [ 26-E[IVS.1110 (G>A)/IVS.1.110 (G>A) 600 [101]84.2] 27,7 329|174 [7850[2,70] E GG
30] 30 | 28-E[IVS.1110 (G>A)/IVS 1.110 (G>A) 51 |81]8a8[271[319]148] 795[29]E cT (=5 cG

HbF’1 yiiksek olan 30 hastanin 23’tinde TALI ekspresyonu sayisal olarak artis
gostermekte, en yiiksek HbF artisi gosteren 3.Grup 10 hastadan 8’inde BCL11A
BCL11A rs11886868 C>T mutasyonun varligi daha dnce gosterilmisti. Bu 8 hastanin
Xmnl rs7482144 C>T degisimi icin bir hasta hari¢ (T13), timii normal genotipe
sahipti. TAL1 ekspresyonunun 2 katin iizerinde olup, en yiiksek HbF ortalamasina
sahip 10 hastanin tiimiinde SALL2 Ex-2 ¢.2236 C>G varyanti ¢alisilmis olup, 5
hastada homozigot mutant (GG) genotipi gozlenirken, 3 hastada heterozigot (CG) ve
2 hastada ise normal genotip(CC) gozlenmisti. Ayrica bu 10 hastanin ortak olan 5
hastasinda gamma globin geni promotor mutasyonlarimin taramast normal

bulunmustur (Tablo 4.4).
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Tablo 4.4. HbF degeri yiiksek beta-talasemi majorlii ve TAL1 ekspresyonu 2 katin {izerinde olan 10
hastanin BCL11A rs11886868 C>T, Xmnl1 rs7482144 C>T ve SALL2 Ex-2 ¢.2236 C>G varyantlar ile
iliskisi. *BCL11A rs11886868 C>T ve Xmnl rs7482144 C>T, **SALL2 Ex-2 ¢.2236 C>G varyantlari
ortak hastalarda tespit edilmis olup, diger iki tez projemizde ¢alisilmistir *(Arikan, 2016) ,**(Karaman,

2017) Gamma-Globin promotor mutasyonlarinin incelendigi ayni hastalar mavi dolgu
gosterilmektedir (Billor, 2021).

Hasta

No

T1
T6
T7
T9
T11
T12
T13
T16
T21
T26

HbF (%)

25,2
6,5
17,6
39,0
9,7
30,2
18,7
59
61,4
9,2

TAL1 Ekspresyonu
(Normalin Katr)

2
2,2
2
42
2
3,9
4,1
2
52
3,3

Gamma
Globin
Promotor
Mutasyonu

*BCL11A
rs11886868
C>T

CT
CT
CT
TT
TT
CT

CT
CT

*Xmnl
rs7482144
C>T

CcC
CcC
cC
CcC
CT
CcC

CC
CC

**SALL2
Ex-2 ¢.2236
C>G

CG
GG
GG
GG
CG
CG
GG
CcC
GG
CC

ile
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5. TARTISMA

Hemoglobinopatilerden biri olan beta-talasemi, otozomal resesif kalitilan, genetik ve
klinik heterojenite gosteren en yaygin tek gen hastaligidir. Beta talasemi iginde ise en
agir klinik tabloya sahip olan hasta grubu beta talasemi majorlii olanlardir. Beta-
talasemi majorli hastalar kan transfiizyonuna ihtiyag duyan grup oldugundan,
hastalarin transfiizyona ihtiyag duymayacak hale gelmesi, transfiizyon sayisinin
azaltilmasi, transfiizyona bagli sekonder klinik yiikiin hafifletilmesi 6nemli ¢alisma ve

arastirma alanlar yaratmistir.

Ozellikle beta-talasemi majorlii hastalardaki genetik ve klinik heterojenite i¢inde yer
alan ve klinik tabloyu hafifleten bulgular dikkat cekmektedir. Bunlarin iginde en dikkat
ceken parametre ise HbF yiiksekligi ve hafif klinik tablo arasindaki iliskidir. Insanin
embriyonik gelisim doneminde eksprese olan ve HbF yapisinda yer alan gamma globin
genleri ve bunlarin prenatal ve postnatal ekspresyonunu saglayan genetik ve

epigenetik mekanizmalar birincil hedef olarak segilmistir.

Bu hedef se¢ciminde temel kriter HbF indiiksiyonu igin gamma globin promotorunu
aktif hale getirerek, mutant beta-globin zincirine oranla, gamma globin zincir sentezini
artirmak ve HbF sefiyesini ylikseltmektir. Beta grubu globin genlerinin gelisimsel
doneme bagh ardisik devreye girmesinde beta control bolgesi LCR ve her bir globin
geni promotor bolgesi arasindaki pozitif veya negative yonde regiilasyonu saglayan

cok sayida transkripsiyon faktorii ve aksesuar protein bulunmaktadir.

Biz de HbF diizeyi yiiksek beta talasemi majorlii hastalarda, A-gamma ve G-gamma
globin promotorlari ve LCR lokusu arasinda kilit bir rol oynayan ve gamma globin
ekspresyonunu artiran TAL1 transkripsiyon faktoriiniin ekspresyon diizeyi ile yiiksek

HbF seviyesi arasindaki iliskiyi arastirdik.

Calisilan 30 hastaya ait demografik, hematolojik, daha dnceki proje ¢alismalarimizda
ortak olan hastalara ait genetik veriler ile birlikte, TAL1 ekspresyon diizeyleri Tablo

5.1¢de kiimulatif olarak verilmektedir.
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Beta-talasemiye iliskin yapilan mutasyon taramalarinda, diinyada oldugu gibi
tilkemizde ve Antalya’da en sik goriilen beta-globin geni mutasyonunun 1VS.1.110
(G>A) oldugu bildiririlmistir (Keser ve ark., 2010). Bizim bu ¢alismamizda da 6rnek
sayisin az olmasina karsin yine en sik olarak 1VS.1.110 (G>A) mutasyonu tespit edildi.
Baz1 toplumlarda diger mutasyon 6ne c¢iksa da, diinyadaki yayginligindan dolay1
IVS.1.110 (G>A) mutasyonunun beta-talasemide kurucu mutasyon oldugunu

gostermektedir.

Calismamizda, HbF’i yiiksek 30 beta talasemi major hastasinda, beta talasemiye neden
olan 6 farkli beta-globin geni mutasyonu gozlendi. En sik goriilen allelin %55 siklikla
IVS.I1.110 (G>A) alleli oldugu bulundu. Ikinci sirada ise %20 siklikla IVS.IL.1 (G>A)
alleli yer ald1 (Sekil 4.1). Hastalarda 11 farkli genotip bulundu. Genotipler arasinda 13
hasta IVS.1.110 (G>A)/IVS.1.110 (G>A) homozigot genotipe sahipken, 1VS.1.110
(G>A)/IVS.IL.1 (G>A) birlesik heterozigot genotipi 4 hastada goriildii. TVS.IL.1
(G>A)/ IVS.IL.1 (G>A) homozigot genotipi 3, ayrica IVS.1.6 (T>C)/ IVS.1.6 (T>C)
homozigot genotipi de 3 hastada goriiliirken, diger genotipler birer hastada tespit
edildi. Bu mutasyonlarmn dagiliminin, daha once Antalya’da yapilan caligmalarla

uyumlu oldugu goriilmektedir (Keser ve ark., 2004).

Projemizin temel hedefi olan transkripsiyon faktorii TAL1 ise, hematopoezin ana
regiilatorlerinden biri olup, DNA’ya regiilator bolgelerinden baglanan, E-box dizisi
(CANNTQG) ile etkilesime giren, GATA, ETS, RUNX gibi faktorlere baglanmay1
saglayan bHLH (basicHelix-Loop-Helix) domaini icermektedir. Pediatrik lemfositik
l6kemialarin patogenezinde, pediatrik T-ALL’nin yaklasik %3’linde goriilen t(1;14)
(p32;q11) translokasyonla ile glindeme gelmistir. Bu translokasyonla TAL1’in

enhancer bolgesinin degistigi ve anormal ekspresyonuna yol agtig1 bildirilmistir (Choi,
2014).
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TALI gen ekspresyonunun inhibisyonunun, erken embriyonik evrede, vitelliis
kesesinde hematopoezin tamamen durmasiyla sonuglandigi calismalarda gosterilmistir
(Robb ve ark., 1995). Eriskinlikte ise TALI1’in maksimum ekspresyonu, pluripotent
hematopoietik kok hiicreleri, multipotent myeloid ve lenfoid progenitorleri, eritroid ve
megakaryositik hiicrelerinin  varligin1 isaret etmektedir. TAL1, hemoglobinin
gelisimsel siire¢ boyunca sentezlenmesinde -globin/y-globin se¢iminde y-globin’den
yana kromatin katlanmada biiyiik rol oynamaktadir (Grieco ve ark., 2015; Vagapova
ve ark., 2018; Wienert ve ark., 2015; Yun ve ark., 2014).

TAL1 geni, GATA1’in BCL11A’ya baglanmasindan, B-LCR’nin -benzeri genlerin
promotorlerine  baglanmasindan, = KLF1’in  aktivasyonundan, = GATA1’in
aktivasyonuna kadar tiim siireclerde kilit protein rolii iistlenen TAL1 proteinini

kodlayan gen olarak 6nem arz etmektedir (Abi Saad ve ark., 2014).

Yapilan literatlir taramasinda, hematopoeziste ve erken embriyonal gelisimsel
basamaklarinda hemoglobinin ve HbF’in sekillenmesinde ise karisan TALI
transkripsiyon faktorii ekspresyon diizeyinin, beta-talasemi majorlii hastalardaki HbF

yiiksekligi ile iliskisini ortaya koyan bir ¢alismaya rastlanilmamistir.

Gergek zamanli kantitatif RT-PCR yoOntemiyle, TAL1 ekspresyonu calisilan 30
hastanin 23’iinde (%76,6), TAL1 ekspresyonun 1.1 ila 5,2 kat arasinda degisen artis
oldugu goriilmiistiir. Bu bize genel olarak TAL1 ekspresyonunun normal kontrole
gore, HDF yiiksekligi ile paralel artis gosterdigini ifade etmektedir. Bu verinin tek
basina literatiire katki bakimindan kiymetli oldugunu diisiinmekteyiz. Buna karsin 7
hastada (%23,4) ise TAL1 ekspresyonu normal seviyede bulunmustur. Bu 7 hastanin
hepsinde beta-globin gen mutasyonlarmm IVS.I.110 (G>A)/IVS.I.110 (G>A)

homozigot genotipinde olmasi dikkat gekmektedir.

Fetal hemoglobin ekspresyonu en yiiksek segilen 10 hasta i¢inde 4 vakada 1’i
homozigot 2’si heterozigot -30 (T>A) mutasyonunun varlig: dikkat ¢cekmektedir. -30
(T>A) mutasyonu bir promotér mutasyonu olup hem TAL1 ekspresyon hem de HbF
seviyelerinde belirgin artig goriilen vakalarda mavcut olmasi promotdr mutasyonu ile

TAL1 arasindaki iliskiye dikkat ¢ekmektedir.
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Ekspresyon artig1 goriilen 23 hastanin 13’tinde 1.1 ila 1,6 kat arasinda artis oldugu
goriiliirken, geriye kalan 10 hastanin TAL1 ekspresyon seviyeleri 2 katin {izerinde
oldugu bulundu (Sekil 4.6). Buradan yola ¢ikildiginda; deney grubunda ¢alisilan 30
hastanin HbF diizeyleri kiigiikten biiyiige dogru siralanarak, 10’arli 3 gruba ayrildi.
Bunda amag rastgele listelenmis hastalarin ¢aligilmasi sonucu, sadece HbF ytiksekligi
ile TAL1 ekspresyon diizeyleri arasinda bir Ortiismenin olup olmadigini ortaya

koymakti.

Grup olusturmasini takiben, ortalama hesaplar1 yapildiginda; gruplardan 1.Grup en
diisiik (HbF=4,6), 2.Grup orta (HbF=7,48) ve 3.Grubun ise en yliksek HbF=2546
ortalamasina sahip oldugu goriildii (Tablo 4.2). Ancak tablo detayli incelendiginde,
burada dikkati ¢eken bulgunun, TALI ekspresyon diizeyi 2 katin iizerinde olan 10
hastadan 8’nin HbF’1 en yiiksek ortalamaya sahip olan 3.Grupta yer almasiydi. 2 katin
tizerinde ekspresyon gosteren 2 hasta ise (T6 ve T16) 2.Grupta, yani ortalamasi ikinci
en yiiksek grupta yer aldigi goriildi. Bu veriler bize, 30 hastanin 23’tinde, normal-
kontrole karsilik, TAL1 ekspresyonu ile HbF arasinda bir iliskinin oldugunu ortaya
koysa da 2 katin tizerindeki TAL1 ekspresyonun en yiliksek HBF ortalamasinin oldugu
3.Grupta yer almasi, TAL1 ekspresyonu ile HbF yiiksekligi arasinda siki bir iligkinin

oldugunu gostermektedir.

TAL1 ekspresyonu 2 katin tstiinde olup, 2.Grupta yer alan iki hastanin (T6 ve T16)
diger genetik parametrelerine bakildiginda, T6 nolu hastanin BCL11A’nin CT
heterozigot ve SALL2’nin GG homozigot mutant genotipte olmas1 HbF yiiksekligini
indiiklerken, 3.Grup ortalamasina ulasamamasinda ve TAL1 ekspresyonunun
artmasinda, TAL1 iligkili diger regiilator proteinlerin rol oynadig: diisliniilmektedir.
Cinkii T16 nolu hastanin genetik paramatrelerinde sadece BCLI11A’nin CT
heterozigot, SALL2’nin CC normal genotipte oldugu goriilmektedir (Tablo 5.1).
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Tablo 5.1. 30 hastaya ait demografik, hematolojik, daha 6nceki proje ¢alismalarimizda ortak olan
hastalara ait genetik veriler ile birlikte, TAL1 ekspresyon diizeylerinin kiimiilatif verileri

Nojkod Y-C| BETA TALASEMi MUTASYONU [rAL1 kg HBF [HGB[Mcv| McH[McHRDW]HBA1HBAZ SP[BCL11A C>T[XMN1 C>T]  SALL2 €.2236 C>G
1| 1 [35-§Iv5.1.110 (G>A)/IVS.11.1 (G>A) 2 9,7| 80 [25,1] 31,3 24 [61,30[3,30[ € G
2| 2 [23-HIvS.1.1(G>A)/IVS.1.110 (G>A) 11 8,9 (78,3]256]32,7| 19 | 708 3.1[H cC cC G
3| 3 [26-H1vS.1.110 (G>A)/IVS.L110 (G>A) | 1 | 2,6 | 9,3(87,8]284[32,3] 14 [s0,3[29]€ cT cc G
4| 4 [23-KIVS.I1.1 (G>>A)/IVS.II.1 (G>A) 1,3 | 76 | 85(82,4|275|334| 17 | 782|2,5|H T TT GG
5| 5 [28-6IVS.1.110 (G>A)/IVS.1.110 (G>A) 1 84,2|26,9] 319 16 | 744 | 2,8[E G

_6 6 [27-6(-30T>A/IVS.11.745 (C>G)) 2,2 82 |127,2|133,2| 16 | 76,7 | 28| E Cr: cc GG
7| 7 [30-41VS.1.110 (G>A)/1VS.1.110 (G>A) 2 83,7| 27 | 32,2| 19 | 679 (2,2|E cT cC GG
8| 8 |21-4IvS.1.6 (T>C)/IVS.16 (T>C) 12 | 56 [79]51,8[173][334] 30 [764[7.7[€ G
9| 9 [28-H(-30T>A/IVS.1.110 (G>A)) 4,2 9,8(81,1/24,9(30,7| 26 [50,1|4,1|E cT cC GG
10| 10 [25-K IVS.1.6 (T>C)/1VS.1.110 (G>A) 11 | 47 86[89,3[268[301] 17 [78,7]3,3]¢€ CcT cC GG
1111 IVS.A11 (G>>A)/IVS.I1.1 (G>A) 2 8,9 [83,9]27,9] 33,2| 16 |76,10[2,60 € G
12| 12 [63-K (-30T>A/-30T>A) 39 84(76,7|22,7|295| 29 [ 574 |4,6|E Tr cc G
13[ 13 [30-4(-30T>A/IvS.111 (G>A)) a1 8,5]77,3]254[329] 20 [68,6[3,6]H T cT GG
14| 14 [24-K1VS.1.110 (G>A)/IVS.1.110 (G>A) 1 46 | 74|84,4(1274|325| 18 | 724 |2,9|E GG
15| 15 [21-4IVS.1.110 (G>A)/IVS 1.110 (G>A) 1 23 (92|77,61265|34,2| 15 | 816|2,6|E

16| 16 [38-HIVS.1.6 (T>C)/IVS.16 (T>C) 2 [ 59 [92]78,6[243[309] 27 [779]3.9]€ cT cc cC
17| 17 [19-4IVS.1.6 (T>C)/IVS.1.6 (T>C) 11 75 (89(71,1|23,8(335)| 34 [778]|3,7|E

18| 18 [27-41VS.1.110 (G>A)/IVS.11.1 (G>A) 1,2 86 | 10 |79,4|126,6/335| 18 | 78,7 |2,5|E

19| 19 [23-KIVS.11.1 (G>>A)/IVS.II.1 (G>A) 16 76 |85(82,4|275|334| 17 | 782|2,5|H T T GG
20| 20 |26-K IVS.1.110 (G>A)/IVS.I1.1 (G>A) 1D 86 | 10 |79,4]126,6/335| 18 | 78,7|2,5|E

21 21 |25-41VS.1.110 (G>A)/IVS.1110 (G>A) | 5,2 8 [74,7] 22 [295[ 31| 27 [7,9]€ cT cC GG
22| 22 |18-gVS.1.110 (G>A)/IVS.1.110 (G>A) 14 95 |91|83,5|27,6| 33 19 (76,1 2,7| E

23| 23 [28-41vS.1.110 (G>A)/IVS.1110 (G>A) | 1 7 |88[71,8] 22 [306] 36 [736[5.6]E il G
24| 24 |23-4IVS.I1.1 (G>A)/IVS.II.745(C>G) 152 3,5 | 10 [82,7]|28,1| 34 14 [814|24|E G
25| 25 |18-§ NS.I.110(G>A)/IVS.I.110(G>A) 1 36 (99(79,4(27,6(34,7| 16 (808 |2,6|E

26/ 26 |32-61VS.1.110 (G>A)/IVS.1.110 (G>A) 33 9,2|75,4|/255(338| 28 [628]| 3 |E CcT cC CC
27| 27[31-{Ivs..110 (G>A)/Ivs.1110 (G>A) | 1,2 | 4,7 [9,6]81,1]26,9]33.2] 17 [78,7[2,7[n GG
28| 28 [21-41VS.1.110 (G>A)/IVS.11.1 (G>A) 1 | 49 |88]| 83 [275[332] 15| 79 [2,9|H

29 29 |26-§1VS.1.110 (G>A)/IVS.1110 (G>A) | 1,1 | 6,00 | 10 |84,2|27,7| 32,9 | 17 |78,50[2,70 E GG
30] 30 [28-d1vs.1.110 (G>A)/Ivs 1.110(G>A) | 1,3 | 5.1 [81]84,8[271[319] 15 [795]2.9]€ cT cC G

Tablo 5.1’de 30 hastaya ait TAL1 ekspresyon diizeyleri ile eldeki toplam veriler
incelendiginde, diger calisma (Arikan, 2016) ile ortak olan 16 hastanin BCL11A C>T
sonuclarindan 9 hastanin CT heterozigot genotipinde oldugu goriilmektedir. Bu 9
hastadan 4°i (T7, T9, T21 ve T26) ise artmigs HbF igerisinde en yiiksek artis gosteren
hastalar oldugu goriilmiistiir. Ayrica bu hastalardaki TAL1 ekspresyon diizeyi de 2
katin lizerinde olmasi, bu genetik faktorlerin birlikte degerlendirilmesi gerektigini
ortaya koymaktadir. Bu sonucun literatiirle uyumlu olarak BCL11A’nin CT

genotipinin HbF yiiksekligi ile iligkili oldugunu gostermektedir.
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Ayrica, 30 hastanin diger bir projemizle ortak olan 23’tinde SALL2 geni ekzon-2’deki
€.2236 C>G, p. Gly746Arg mutasyonu calisiimig (Karaman, 2017), bu mutasyonun
amino asit degisikligine neden oldugundan, bir HDAC1 ve HDAC2 motiflerine
baglanma faktorii olan SALL2’nin, buralara baglanamayip, gamma globin
promotorlarina baglanmasi ile HbF diizeyini arttirdigi diisiiniilmektedir. Ciinkii HbF’i
zaten yiiksek olan 23 hastadan 2’sinin CC normal, 11°nin GG homozigot mutant, 10
hastanin ise CG heterozigot genotipinde oldugu goriilmektedir. Tiim hastalarda genel
olmakla birlikte, 6zellikle 2 katin iizerinde ekspresyon gosteren TAL1’in varliginda
hematopoiezisde, mutant BCLL11A ve SALL2 varyantlarinin HbF indiiksiyonuna
katki sagladig1 digiiniilmektedir. TAL1’in diger transkripsiyon faktorleri ile de birlikte
ayn1 yolak ve kompleks i¢cinde yer almasindan dolay1r 6énemli bir bilesen oldugu bu
sekilde daha da giiclenmekte olup, daha fazla hastada calisilmasi daha gercekei

sonuglari ortaya ¢ikaracaktir.

Diger bir projemizle ortak vakalarin yer aldigt TALL ekspresyonu g¢alismamizda,
TALL ekspresyonunu 2 kat ve tizerinde gosteren 30 hastadan 10 hastanin 2’sinde (T1
ve T11) Xmnl C>T degisiminin ¢alisilmadigi, ¢alisilmis olan 8 hastadan birinde CT,
7’sinde normal CC genotipinde oldugu, bu nedenle Xmn1 rs7482144 C>T degisiminin
bu vakalarda HbF artigina etkili olmadigini, bu vakalarda TAL1’in HbF artisinda etkili

ve diger faktorlerle birlikte katki sundugunu diisiinmekteyiz.

Sonug olarak HbF’i yiiksek olan beta-talasemi majorlii 30 hastadan gergek zamanlt
kantitatif RT-PCR yontemi kullanarak, normal-kontrollere kiyasla, 23’tinde TAL1
ekspresyonunun yiiksek bulunmasinin, TAL1 ekspresyonu arttikca HbF diizeyinin de
artis egiliminde olmasi, HbF’in yiikseltilmesi yoniindeki ¢aligmalara yeni pencereler

acacag diisiincesindeyiz.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu tez calismasinda yapilan deneyler ve hastalarin HbF diizeyleri agisindan yiiksek
modifiye edici Ozellikte olan genetik faktorlerden; BCL11A, Xmnlmutasyon ve
polimorfizmleri (Arikan, 2016), SALL2 geni mutasyonu (Karaman, 2017) ve HBG
promotor bdlge mutasyonlarinin taranmast (Billor, 2021) ile TAL1 ekspresyon
seviyeleri bakimindan karsilastirilmalar1 gostermistir ki; TAL1 ekspresyonu belirgin
bir sekilde HbF iiretimi ile pozitif korelasyon igerisinde olup, TAL1 ekspresyonu
arttikca da HbF diizeyini de arttirdig1 gériilmektedir.

Gilinimiizde hemoglobinopatiler ve Ozellikle beta-talasemi alaninda genetik ve
epigenetik arastirmalarin genisletilmesi, genetik alaninda gen diizenleme ve gen
knock-out teknolojilerindeki ilerlemelerle birlikte, beta-talasemide fetal hemoglobin
indiiksiyonu ile patofizyolojinin iyilestirilmesine yonelik calismalar sik¢a karsimiza
¢ikmaktadir. Beta-talasemi fetal hemoglobinin dogal olarak fazla kalitildigi HPFH ile
birlikte goriildiigii durumlarda daha hafif klinik semptomlar gostermekte ve yapilan
caligmalar bunu taklit etmek amaciyla gen diizenleme ile yapay HPFH delesyonu
yaratim1 (Wienert ve ark., 2015), BCL11A gibi fetal hemoglobin modifiye edici
genlerde gen susturulmasi (knock-out) (Bauer ve ark., 2013), kromatin katlanmay1
taklit edecek sekilde gen diizenleme (Breda ve ark., 2016), HMGA?2 reaktivasyonu
(Cavazzana ve ark., 2010), regiilator protein aktivasyonu (Chambers ve ark., 2020),
viral vektorle mRNA transfenksiyonu (Sabatino ve ark., 2000), hidroksitire (HU) gibi
HbF indiikleyici farmakogenetik ajanlar (Grieco ve ark., 2015) gibi stratejilerle
gergeklestirilmektedir.

Bu giincel gelismelere destek olmasi ve HbF indiiksiyonunu attiracak ¢aligmalara katki
sunacag diisiincesi ile bu tez ¢aligmasi gosterdi ki; TAL1 ekspresyon seviyesi normal
diizeyde, bazal olarak tim HDF yiiksekligine eslik etmektedir. Ancak en garpici
sonucun ise TALI ekspresyonu arttikga HbF seviyesinin de daha yiiksek artis ile
pozitif korelasyon gdstermesiydi. Bu sonuglarla ¢alismamiz agsagidaki onerileri ortaya

cikarmustir:
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1. Calismamizda hasta sayist 30 olup, az olmasina karsin, TAL1 ekspresyon
diizeyi ile HbF seviyesinin yiiksekliginin birlikte gitmesinin varligi, sonucun
genellenmesi i¢in daha fazla sayida beta- talasemi majorlii hasta ¢alisiimalidir.

2. Beta-talasemi major hastalarinin klinik olarak aydinlatilmasinin ne kadar
onemli oldugu ortaya ¢ikmis, hasta secimine azami 6zen gosterilmelidir.

3. Calismamizin sonucu gostermistir ki; HbF’in  indiiksiyonunda ve
baskilanmasinda ise karigsan genetik ve epigenetik faktorlerin birlikte
calisilmasi, sonuglarin birlikte degerlendirilmesi saglanmalidir.

4. Calismamiz, TALlekspresyonunun beta-talasemi major hastalarinda ilk defa
yapilmasina karsin, HbF’in yiikseltilmesi ¢alismalarinda TAL1 6nemli bir
hedef olarak diisiiniilmelidir.

5. TALI transkripsiyon faktorii ile birlikte kompleks yaparak, kontrol bolgesi
LCR ve gamma globin promotorlar1 arasindaki iligkiyi diizenleyen diger
faktorler de hedef olarak ¢aligilmalidir.

6. Calismamizdaki bulgularin, 6zellikle TAL1 ekspresyon artis katlar ile HbF’in
yiiksek seviye iliskisi, genom diizeltme (editing) ve gen diizenlenmesi

calismalarinda hedef olarak se¢ilmelidir.

Calismamiz ve caligmamizdaki ortak hasta verilerine iliskin sonuglar toplam
degerlendirildiginde; TAL1 transkripsiyon faktoriiniin gen ekspresyon seviyeleri ile
basta A-gamma ve G-gamma globin genleri olmak iizere, beta-benzeri globin
genlerinin regiilasyonunda sorumlu pozitif ve negatif genetik ve epigenetik faktorlerin
birlikte degerlendirilmesinin, daha gerg¢ek¢i sonuglar verecegi diisiincesindeyiz. Bu
bakimdan, HbF’i yiiksek beta-talasemi majorlii hastalarda gostermis oldugumuz TAL
transkripsiyon faktorii ekspresyon seviyesinin artisinin, HbF seviyesini arttirdigi
bulgusunun ¢ok oOnemli oldugunu, litaretiire ve yeni calismalara 6nemli katki

sunacagini diisiinmekteyiz.
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