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OZET

Amac: Beta talasemi otozomal resesif kalitilan tek gen hastaliklarindan olup,
diinyada, tilkemizde ve Antalya’da en yaygin gériilen hemoglobinopatilerden biridir.
Bu calismamizin amaci; Antalya’da yaygin olan beta talasemi major hastalarinda,
yetiskin donemde mutant formda iken bazi transkripsiyon faktorlerinin baglanmasini
saglayarak, HbF’in yiikselmesine neden oldugu diisiiniilen ve HbF yapisinda yer alan
G-gamma ve A-gamma globin genlerinin promotorundaki mutasyonlari taramak ve

HbF yiiksekligi ile iliskini ortaya ¢ikarmaktir.

Yontem: Calismada HbF’i yiiksek olan 30 beta-talasemi major hastasinda ve
talasemik olmayan 30 saglikli bireyde periferik kandan DNA eldesini takiben, hedefi
tantyan primerlerin kullanildig1 polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile G-gamma ve
A-gamma promotor bolgesi amplifiye edildi. PZR dirinleri Sanger DNA ile

dizilenerek, mutasyonlar i¢in tarandi. Bulgular yiizde olarak degerlendirildi.

Bulgular: Caligmaya alinan HbF’i yiiksek 30 beta-talasemi major hastasinin 27’inde
basarili sonug alindigindan, sonu¢ alinamayan 3 hasta hesaplamalara dahil edilmedi.
Hastalar icerisinde beta globin geni mutant allel dagilimi bakimindan en sik goriilen
allelin %75,92 siklikla TVS.I.110 (G>A), genotipin ise 17 hastada 1VS.1.110
(G>A)/1VS.1.110 (G>A) homozigot genotip oldugu goriildii. Hem hastalarin hem de
30 saglikli kontrol bireyinin G-Gamma ve A-Gamma promotor bolgeleri normal

genotipte oldugu bulundu.

Sonug: Calismamizda, Tiirkiye’de Antalya Ilinde ilk defa HbF’i yiiksek olan beta
talasemi major hastalarinda, G-Gamma ve A-Gamma promotor bdlgeleri
mutasyonlar bakimindan taranmis ve normal genotipte olduklari bulunmustur. Bu
promotor bolgeleri, HbF’in diizenlenmesinde TAL1 basta olmak {izere, bircok
transkripsiyon faktoriiniin hedefindeki dizi motiflerini icermektedir. Bu bolgelerin
normal olmasina karsin, hastalardaki HbF yiiksekliginde, TAL1 ile birlikte hareket
eden diger faktorlerin yeni hedefi olmasi bakimindan 6nemli bir bulgu olarak

degerlendirildi.

Anahtar Kelimeler: Talasemi major, Hb F yiiksekligi, gamma globin, promotor

bolge, mutasyon



ABSTRACT

Objective: Beta thalassemia is one of the single gene diseases with autosomal
recessive inheritance and one of the most common hemoglobinopathies in our
country and Antalya Province as well as in the world and. The purpose of this study
Is to screen the mutations in the promoter of the G-Gamma and A-gamma globin
genes, which are thought to cause the increase of HbF and are found in the HbF
structure, by binding some transcription factors while in the mutant form in
adulthood, in beta thalassemia major patients, which are common in Antalya, Turkey

and to reveal the relationship with the height of HbF.

Method: In the study, after DNA extraction from peripheral blood in 30 beta-
thalassemia major patients with high HbF and 30 healthy individuals without
thalassemia, the G-gamma and A-gamma promoter region was amplified by
polymerase chain reaction (PCR) using target-recognizing the pair of primers. PCR
products were sequenced by Sanger DNA sequencing method and screened for

mutations. Findings were evaluated as percentages.

Results: Since successful results were obtained in 27 of 30 beta-thalassemia major
patients with high HbF in this study, 3 patients with no results were not included in
the calculations. In terms of mutant alelle distribution, the most frequent allele was
IVS.1.110 (G>A) with %75,92 of frequency. 1VS.1.110 (G> A) /IVS.1.110 (G> A)
homozygous genotype was found in 17 patients. G-gamma and A-gamma promoter
regions of both patients and 30 healthy control individuals were found to be in

normal genotype.

Conclusion: In our study, the G-gamma and A-gamma promoter regions were
screened the first time for mutations and found to be in normal genotype in beta
thalassemia major patients with high HbF in Antalya Province, Turkey. These
promoter regions contain sequence motifs at the target of many transcription factors,
especially TALL, in the regulation of HbF. Although these regions were normal, it
was considered an important finding in terms of being the new target of other factors
acting together with TAL1 in elevated HbF in patients.

Keywords: Thalassemia major, Hb F elevation, Gamma globin, promoter region,

mutation
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1. GIRIS

Talasemi terimi, Eski Yunanca kokenli bir kelime olmakla birlikte, thalas (deniz) ve
emia (anemi, kansizlik) kelimelerinin birlesiminden tiiremistir. Cooley Anemisi,
Akdeniz Anemisi olarakda bilinen talasemi hemoglobinopatilerden biri olup, ismini
ilgili mutant globin geninden alir. Alfa («) ve Beta () basta olmak tizere globin
genlerinde meydana gelen mutasyonlardan kaynakli globin zincirlerinin kantitatif ve
kalitatif {iretimi sirasindaki dengesizlikten olusur. Insanda 11. ve 16.kromozomlar
tizerinde yer alan globin genlerinden birinde veya daha fazlasinda meydana gelen
kalitsal bozukluklardan koken alir. Hastalia sebep olan 200’den fazla farkli
mutasyon varligi belirlenmis olup, klinik belirtiler semptonlarin olmayisindan

oliimciil sonuglara kadar degisiklik gosterir(Rani ve ark., 2013).

Beta-talasemi sendromlar1 ise, B-globin zincirinde azalma, bozuk iiretilme veya B3
globin zincirinin olmayisi ile kategorize edilir. B globin zincir eksikligi kirmizi kan
hiicrelerinde (RBC) azalma ve anemi ile sonuglanir. Talasemilerin ¢ogu otozomal

resesif olarak kalitilir (Galanello ve Origa, 2010a).

Degisik klinik formlar1 olan B-talasemi hastaliginda; B-talasemi tasiyicilari B globin
geni allellerinden birinde meydana gelen mutasyonla sonuglanir ve genellikle
asemptomatiktir. Beta-talasemi major en agir formu olup, kan transfiizyonu
gerektirir. Beta-talasemi intermedia ise tedavi tasiyict fenotipinden agir klinik

fenotipe kadar giden yelpazede klinik formlar1 olusturur(Thein ve ark., 1990).

B-talasemi otozomal resesif modelde kalitlanip, heterozigot tasiyict anne ve babanin
dogacak her ¢ocugunda; %25 oraninda B-TM, %50 oraninda asemptomatik tasiyici

ve %25 oraninda hastaliktan etkilenmemis normal birey olarak dogma sansi

vardir(Rani ve ark., 2013).

Beta-talasemi hem fenotipik hem de genetik heterojenite gostermektedir. Ozellikle
beta-talasemi major hastalarinda goriilen fenotipik heterojenitenin altinda farkli
genetik modifiye edici faktorler ile epigenetik ve farmakogenetik ajanlarin etkili
oldugu goriilmektedir. Bu fenotipik degisikliklerden biri fetal hemoglobinin (Hb F)
artmig diizeyidir. Hb F dogum oOncesi ve dogumdan itibaren kisa bir siire total

hemoglobinin %90 dan fazlasini olusturur. Hemoglobin {iretimi sirasinda meydana

1



gelen globin zincir dengesizligi ve bozukluklart Hb F miktarinda artisa neden
olabilir. Eritropoietik stres ve hipoksik durum, Hb F artisina sebep olabilir. Gamma
(y) globin zincirleri, « globin zincirlerine baglanarak o ve B globin zincirleri
arasindaki dengesizligi onler. Fetal hemoglobinin expresyon seviyesinin yiikselmesi
talasemi hastaliklarinda onemli bir terapotik yaklasim olusturur. Sitotoksik bazi
ilaglar; vinblastine, busufan, cytosine, arabinoside ve hidroksiiire, Hb F iiretimini
indiikleyen ajanlar olarak bilinir (Munshi ve ark., 2015). Ayrica genetik modifiye
edici genler, globin zinciri dengesizligini azaltarak hastaligin klinik siddetini
hafifletirler (Galanello ve Origa, 2010b).

Ayrica giinimiizde Hb F diizeyini arttirma yoniinde genetik ve epigenetik
caligmalarin yaninda, CRISPR/Cas9 genom diizenleme mekanizmalari, gen tedavi

protokolleri ¢er¢evesindeki ¢alismalar devam etmektedir.

Genom bazinda yapilan ¢aligmalarda 6nemli genetik mutasyon ve polimorfizmler
belirlenmistir. Bunlardan Xmn1-HBG2, HBS1L-MYB, SALL2 ve BCL11A’nin Hb
F seviyelerindeki fenotipik c¢esitliligin biiyiik bir boliimiinden sorumlu oldugu
goriilmistiir. Ayrica Zinc Fingers ve Homebox 2 (ZHX2) ve TAL1l gibi
transkripsiyon faktorleride y globin promotorlart ve LCR baglanmalar1 ile HbF

regililasyonunda potansiyel aday genler olarak goriilmiistiir (Munshi ve ark., 2015).

Tiim bu bilgiler 1s181inda gerceklestirilen ¢alismamizda; HbF indiiksiyonunda birincil
derecede hedef olan G-gamma ve A-gamma promotor bdlgeleri, mutasyonlar
bakimindan DNA dizileme yontemi ile normal kontrollere karsilik tarandi. Daha
once Tiirk populasyonunda yapilmamis olan calismamizin sonuglarinin toplam
verilerle degerlendirildiginde, ortaya ¢ikacak sonuglarin, iilkemizde yasayan B-
talasemi major hastalarinin, HbF’nin yiikseltilmesi stratejisi ile hedeflenen tedavisi
segeneklerinde Onemli genetik ve epigenetik hedefleri ortaya ¢ikaracagini

diistinmekteyiz.



2. GENEL BILGILER

2.1. Hemoglobinin Yapisi ve Ozellikleri

Hemoglobin molekiilii cogu omurgalilarda 2a-ve2 B-globin polipeptid zinciri igeren
tetramerik globular bir proteindir. Her bir globular protein oksijen baglayan demir
iceren hem (demir protoporfirin IX) grubuna sahiptir. Tiirler arasinda aminoasit
icerigi bakimindan farkliliklar gézlenir. Insan hemoglobin molekiilii a-zinciri 141

aminoasitten, B-zinciri ise 146 aminoasitten olusur(Jensen ve ark., 1998).

Hemoglobin molekiiliiniin agirligi 64,500 daltondur. Hemoglobin molekiiliiniin hem
grubu tim hemoglobinlerde ayni olmasma karsin, globin zincirlerindeki
aminoasitlerin cinsi sayis1 ve sirasina gore farkliliklar goriilmektedir(Huisman,

1993).

Yetigkin bireylerde hemoglobin molekiiliiniin %95'inden fazlasin1 2a-ve2 (-globin
zinciri tastyan Hemoglobin A1(Hb Al) molekiili olusturur (Sekil 2.1). Globin
zincirleri eritrositlerin sitozoliinde sentezlenir. Iki alfa (a-) ve 2 delta (5)- globin
zinciri igeren hemoglobin A2 molekiilii ise toplam hemoglobinin%?2,2-3,5’ liik kism1
olusturur. HbA2 molekiilii oksijen tasiyiciligt bakimindan Hb Al’e gore daha
zayiftir. ki a- ve 2y-globin zincirinden olusan Hemoglobin F (Hb F) molekiilii
dogumdan hemen sonra bebeklerde %5-95 arasinda degiskenlik gosterirken 6.aydan
sonra seviyesi azalisa gecer. Normal yetiskinlerde Hb F seviyesi %1'den azdir.
Oksijen transferinde HbA’ ya gore oksijen afinitesi daha yiiksektir(Thomas ve Lumb,
2012).



HEM
HEMOGLOBIN FE-PROTOPORFIRIN IX

Sekil 2.1. Insan hemoglobin molekiilii yapist (http://blogs.dickinson.edu/mindmeetsmatter/
2010/11/26/hemoglobin/, Erigim tarihi : 21.03.2020)

Hemoglobinin primer fonksiyonu akcigerlerden dokulara oksijeni tasimak ve
iletmektir. Oksijen molekiilleri hem grubundaki demir atomuna geri doniistimlii
olarak baglanir. Oksijene bagli olan hem gruplari oksijenin kismi basincina gore
cesitli sekiller gosterir. Oksijenasyon fazlalastikca, daha fazla oksijen molekiilii ile
kombinasyon daha kolay hale gelir. 100 mmHQg’lik bir kismi oksijen basincinda
kirmiz1 kan hiicrelerindeki hemoglobin oksijene tamamen doymus olur. Hemoglobin
molekiilii alt initelerinin  diizenlenmesi, oksijenin olup olmamasma gore
konformasyonel farkliliklar gosterir. Insan hemoglobininde oksijen molekiilleri
demir atomlarina baglandiginda, polipeptit zincirleri arasindaki bosluklar daralir.
Yapisal olarak hemoglobin molekiilii oksijenlenince biiziisiir, oksijen ayrilinca ise
genigleme gosterir(Baldwin, 1975). Hemoglobin molekiiliinde oksijen atomu diginda
demir atomu ile Nitrik Oksit (NO) ve Karbon Monoksit (CO) gibi diger
molekiillerede baglanir. Karbonmonooksitin demir atomu ile baglanimi oksijen
atomuna gore daha siki olur. Karbonmonmooksitin hemoglobin molekiilii ile
birlesmesiyle olusan karboksihemoglobin molekiilii higbir sekilde tekrar oksijen

molekiilii ile baglanamaz.

Globin genleri, alfa benzeri ve beta benzeri gen ailesi olarak, alfa globin zincirlerine
ait genler 16. kromozomun kisa kolu (16p13.3) iizerinde bulunurken, B- globin
zincirlerine ait genler 11. kromozomun kisa kolu (11pl15.5) tizerinde bulunur.
Hemoglobin molekiiliinii olusturan globin zincirlerinin tipleri, insanin gelisim

basamaklarinda farkliliklar gostermektedir. Insanin embriyosunda oksijen taginimi



Hb Portland (£2y2), Hb Gower | ({2¢2) ve Hb Gower Il (02e2) molekiilleri ile
yapilirken, daha ileri gelisim olan fetusta fetal hemoglobin (HbF y202), dogumla
birlikte HbA1 ve HbA2 seklinde degisim gosterir (Sekil 2.2) (Gilingér ve ark., 2011).

HBZ HBA2 HBA1
KRO-16 ° & 0l = Olg =
Gower I/I1 HbF HbA
DOGUM
Sl N
EVRE : EMBRIYONKK FETAL : YETIKIN

T T T T T T T T T T
6 12 18 24 30 36 6 12 1824 30 36 4248
YAS (HAFTA)

KrO-11 d1HoH3kal 5:=@= syHA s HB F
LCR

HBE HBG2 HBG1 HBD HBB

Sekil 2.2. Embriyodan yetiskine hemoglobinin doniisimi (Wilber ve ark., 2011a)

2.2. Hemoglobinopatiler

Diinya genelinde goriilen monogenik major saglik problemlerinden biri olan
hemoglobinopatiler yogun olarak Akdeniz’e kiyis1 olan {ilkelerde goriilmekle
birlikte, Asya ve Afrika’dada yogun olarak goriilmektedir. Uluslararasi goglerle
hemoglobinopatiler diinya genelinde genis bir yaylim alani gostermistir(Kohne,
2011).

Genetik kokenli hemoglobin bozuklugundan kaynaklanan hemoglobinopatiler, temel
olarak iki gruba ayrilirlar. Bunlar; talasemi sendromlari ve yapisal hemoglobin
varyantlari(anormal hemoglobinler)dir. Her iki hastalik grubuda o ve B globin
genlerinde nokta mutasyonundan delesyonlara kadar farkli mutasyonlardan
kaynaklanir. Hemoglobinin sentezinden kaynaklanan bozukluklar talasemileri
olustururken, hemoglobinlerin yapisal bozukluklari ise anormal hemoglobinleri
olustururlar (Weatherall ve Clegg, 2001; Herklotz ve ark., 2006; Kohne ve
Kleihauer, 2010).

2.2.1.Alfa-Talasemi
Alfa talasemiler; a-globin zincir sentezi eksikliginden kaynaklanir. Molekiiler

seviyede dort a-globin geninden bir tanesinde veya cogunda meydana gelen kismi ya

5



da total mutasyonlar sonucunda olusurlar. Afrika, Arap Ulkeleri ve daha siklikla

Giliney Dogu Asya’da goriiliir(Weatherall ve Clegg, 2001).

Alfa talasemilerden hepsi prenatal olarak goriilen; a-talasemi minima kan sayiminda
hafif hipokromik anemi ile karsimiza ¢ikar. Dort alfa geninden 3 tanesinin delesyonu
ile ortaya ¢ikan Hb H hastaliginda, orta derecede hipokromik hemolitik anemi ve
splenomegali goriiliir. HbH hastaligi, alfa talasemi intermedia olarak da bilinir. Viral
enfeksiyonlar ve bazi ilaglar anemik krizlere neden olurlar. Komplikasyonlar
arasinda safra kesesi taslari, kalp sorunlari, bacak iilserleri ve folik asit eksikligi
goriiliir. Hb Bart’s Hidrops Fetalis ise, 4a-globin zincirinin olmayisi ile ortaya ¢ikar
ve prenatal donemdede ciddi hemolitik anemi goriiliir(Weatherall ve Clegg, 2001;
Higgs ve Weatherall, 2009).

2.2.2. Beta-Talasemi

Genel anlamda beta-talasemi, klinik olarak tanimi yapilmadan 6nce, Akdeniz Bolgesi
ve Giineydogu Asya’da goriilmiis olan ¢ok yaygin bir genetik hastalik seklinde
karsimiza c¢ikmaktadir. ilk defal925’te klinik olarak tammmlanmistir. Otozomal
resesif ve tek gen hastaligi oldugundan, 3 farkli klinik tip olusturur. Tek allelde
mutasyon tasiyan beta-talasemi tasiyicilari, her iki allelde mutasyon agirligina gore

ise beta-talasemi major ve beta-talasemi intermedia fenotipi ortaya ¢ikmaktadir.

2.2.3.Beta-Talasemi Major

Beta-talasemi major hastalar1 hayatta kalmalart i¢in ilk iki yil diizenli kan
transflizyonuna ihtiya¢ duyarlar. Daha sonraki yillarda kan transfiizyonuna ihtiyag
duyulmayan durumlarda talasemi intermedia tanisi1 alirlar. Talasemi major ve
talasemi intermedianin klinik olarak ayrimi olduk¢a Onemli olmasinin nedeni,
talasemi intermedia hastaliginda gereksiz kan transfiizyonunun engellenmesi,
talasemi majorde ise erken kan transfiizyonunun baglamasi i¢in kritik 6neme sahiptir.
Bu nedenle talasemin bu iki tipi arasindaki ayrim oldukg¢a 6nemlidir. Beta-talasemi
majorli bebekler gelisme geriligine bagl olarak, soluk bir hal alirlar. Beslenme
problemlerinin eslik ettigi durumlardada tekrarlayan ates nobetleri, ishal, sinirlilik ve
splenomegali geligebilir. Dogumdan itibaren diizenli kan transfiizyonunda ile
hemoglobin seviyeleri 9.5-10.5 g/L seviyelerinde tutulmasi ile 10-11 yasina kadar
normal bir gelisim 6zelligi gosterip, daha sonrasinda ise viicutta biriken asir1 demir

yiikiine kars1 demir selasyonu terapisi uygulanmaktadir(Cao ve Galanello, 2010).



Demirin viicutta asir1 birikmesi sonucunda gelisme geriligi, cinsel olgunlagsma
bozukluklar1 ve dzelliklede kalp, karaciger ve endokrin bezleri etkileyen Hemoglobin
E ile iliskili kalitsal hemakromatozis ve nadir olarak enfeksiyoz komlikasyonlar eslik
eder. Diger goriilen komplikasyonlar arasinda, diizensiz ve ge¢ baslanilan kan
transfliizyonuna bagl olarak, gelisen hipersplenizm, splenektomi sonrasi goriilebilen
vendz tromboz ve osteoporoz goriliir(Origa ve ark., 2005; Voskaridou ve ark.,
2006). Hepatoseliiler karsinom gelisme riski viral enfeksiyonlar nedeniyle artis

gosterir(Borgna-Pignatti ve ark., 2004b).

Transfiizyonu diizenli yapilmis ve uygun demir selasyonu tedavisiyle sag kalim yas1
30 yasin iizerine ¢ikmustir. f3-talasemide viicutta demir birikimi sag kalimi sinirlayan
en Onemli komplikasyon olarak goriliir. f3-Talasemi majorde kardiyak
komplikasyonlar Oliimlerin %71'den fazlasini olusturur(Borgna-Pignatti ve ark.,
20043).

Gelismekte olan bazi iilkelerde kan transflizyonunun yetersiz olusu nedeniyle,
etkilenmis hastalarda B-talaseminin klasik goriiniimii olusur. Bunlar arasinda,
biiytime geriligi, deride kahverengi pigmentasyon birikimi, hepatosplenomegalli,
genu valgum, zayif kas gelisimi, bacak iilserleri, kemik iligi genislemesinden
kaynakli olarak iskeletsel degisiklikleridir. Bacak kemiklerindeki deformiteler ve
maxiller hipertrofi, malar kemik belirginligi, tist dislerin belirginligi, burun kopriisii
¢Okiintiisii gibi kraniofasial deformiteler kemik yapidaki olusan degisimlerini

kapsar(Weatherall ve Clegg, 2001).

2.2.4. B-Talasemi Intermedia

Beta-talasemi majorden sonra gelen en onemli talasemi hastaligi olan beta-talasemi
intermediada, genellikle hafif bir anemi tablosu goriiliirken, bu hastalar kan
transfliizyonuna genellikle ihtiya¢ duymazlar veya baz1 zamanlarda ihtiya¢ duyarlar.
Beta-talasemi intermediali hastalarda klinik bulgularin ortaya yasi degisken olup,
agir tipinde bile 2 ile 6 yas aras1 genellikle diizenli kan transfiizyonu olmadan hayatta
kalabilmektedirler. Ote yandan klinik olarak bu hastalig1 hafif gecirenler yetiskinlik
cagina kadar asemptomatiktirler. Genellikle hafif bir anemik tablo disinda baska bir
belirti goriilmez. Klinik goriinlim olarak yiiz ve kemiklerde karakteristik
degisiklikler, uzun kemiklerin patolojik kiriklari, osteoporoz ve oOncelikle dalagi

etkileyen karaciger, lenf diigiimleri, gogilis ve omurgalarda goriilebilen eritropoetik
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kitleler goriilir. Ekstramediiller eritropoez intratoraksik kitleler ve spinal kord
stkigmas1 ile gelisen paraplezi gibi ndrolojik problemlere yol agabilir. Kan
dolasimindaki hasar gérmiis kirmizi kan hiicreleri temizlenmediginden dolay1 dalakta
genisleme goriiliir. Sonugta etkisiz eritropoez ve periferal hemoliz etkisiyle talasemi
intermedia hastalarinda talasemi majorliillere gore safra kesesi taslari daha sik
goriiliir(Galanello ve ark., 2001). Ozellikle splenektomi gecirmis talasemi
intermediali hastalarda, talasemi majorliilere gore, daha fazla tromboz egilimi (derin
ven trombozu, portal ven trombozu, felg, pulmoner emboli) ve bacak iilserleri
goriiliir(Taher ve ark., 2008).

Talasemi intermediali hastalar her ne kadar viicutta asirt demir birikimi nedeniyle
hipogonadism, hipertroidism ve diabet gibi hastaliklar bakimindan risk altinda
olsalarda bu hastaliklar yaygin goriilmez(De Sanctis ve ark., 1998). Beta-talasemi
intermediali kadin hastalar, kan tranfiizyonun yeterli oldugu durumlarda, hamilelik
bakimindan herhangi bir problem yasamazlar. Fakat; kan transflizyonunun yeterli
olmadig1 durumlarda, eritrosit otoantibadileri ve hemolitik alloantibadilerin gelisme
riski vardir(Nassar ve ark., 2008). Kadiyak tutulum ve pulmoner hipertansiyon
goriiliirken, sistolik sol ventrikiil fonksiyonu genellikle korunmustur(A. Aessopos ve
ark., 2005). Vaskiiler yaygin bir bag dokusu hastalig1 olan arterial duvarlarda elastik
lamina degradasyonu ve kalsiyum birikmesi ile goriilen pseudoksantoma elasticum,

bu hastalarda gorilmiistiir (Aessopos ve ark., 2002).

2.2.5. 3-Talasemi Minor
Beta-talasemi mindr tastyicilar1 klinik olarak genellikle belirti vermezken bazi
vakalarda hafif bir anemi izlenir. Evlilik dncesi yapilan prenatal testlerde eger anne

ve babanin her ikiside tasiyici ise dogacak her bir ¢ocugun talasemi majorlii olma

olasilig1 %25'tir (Galanello ve Origa, 2010b).

2.3. B-Talaseminin Molekiiler Patolojisi

Gelisimin her asamasinda o ve B globin zincir iiretimi dengededir. 3 globin sentezi
normal olarak iki gen tarafindan kontrol edilir. Bir geni etkileyen bir mutasyon
genellikle klinik olarak bireyi etkilemezken her iki gende meydana gelen
mutasyonda ise siddetli anemi goriiliir. Yetiskin bireylerdeki baslica patofizyolojisi a
globin zincir Uretimi karsisinda yetersiz B-globin zinciri {iretimidir. Eritrosit

prekiirsor hiicrelerde beta-globin zinciri yetersiz tiretimine karsi a-globin zincirinin
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asir1 birikimi diseritropoeze neden olur. Ayrica olgun kirmizi kan hiicrelerinde
membran hasarma ve hemolize yol acar. Eritropoezisdeki bu degisikler ikincil
degisikliklere (siddetli anemi, kemik iligi genislemesi, splenomegali, kemik
deformiteleri, demir birikimi ve hipermetabolik durum) ve organ hasarina yol

acar(Weatherall ve Clegg, 2001).

Hemoglobin tetramerinde B globin zincirlerinin az olusu veya olmayist ile
karakterize edilen B Talasemi (Makis ve ark., 2016) klinik olarak tasiyiciliktan
transfliizyona bagimli olarak degiskenlik gosterir(Musallam ve ark., 2013).

Beta-talasemi hastalar1 arasinda benzer molekiiler bozukluklar goriilmesine ragmen,
fenotipik farklilar goriilmektedir. Hastaligin klinik siddeti hastalar bazinda
degisebilmektedir. Beta-talasemi majorlii bazi hastalar, diizenli olarak kan
transfiizyonu almalar1 gerekirken, bazi hastalar ise (beta-talasemi intermedia gibi)
diizenli kan transfiizyonu gerektirmeden yasamlarina devam edebilmektedir(Joanna
ve Jim, 2008).

Beta-globin geninde 200'den fazla farkli mutasyonlarla B-talasemi klinik tablosu
ortaya cikmistir. Mutasyonlarin biiylik ¢ogunlugu tek niikleotit polimorfizmleri,
oligoniikleotit eklenmesi, delesyonu ve gergeve kaymasi mutasyonlar1 yoluyla
olmaktadir. Nadir olarak da biiyiik gen delesyonlar1 yoluyla olusur(Giardine ve ark.,
2007).

Beta-talasemi majorde, a-globin zincirlerinin asir1 birikimi ve serbest demir atomu
birikimi oksidatif hiicre hasarina ve erken hiicre 6liimiine yol agan reaktif oksijen
tiirlerinin olusumunu katalize eder. Bu nedenle etkisiz eritropoez ve eritrositlerin

hemolizi ile sonuglanir(Nienhuis ve Nathan, 2012).

Siddetli anemi eritropoietin iiretimini arttirarak kemik iligi genislemesini arttirir.
Bunun sonucunda da yiiz ve kafatasi bolgesinde kemik deformiteleri ve uzun
kemiklerde patolojik kiriklara sebep olur(El Kababi ve ark., 2019).

2.4. Beta-Talaseminin Epidemiyolojisi

Diinya genelinde insan popiilasyonunun yaklasik %]1,5'lik kisminda B-talasemi
tastyiciligr tahmin edilmektedir. Yilda yaklagik 60.000 kadar yeni dogan ¢ocuk bu
hastaliktan etkilenmis olarak diinyaya gelmektedir (Modell ve Darlison, 2008).
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Diinya lizerinde genel olarak Akdeniz iilkeleri, Ortadogu, Hindistan ve Giliney Cin
gibi cografi bolgelerde yogunlasmalar goriilmektedir (Weatherall, 2010). Bu cografi
bolgelerin  birgogunda  talaseminin  varhigi, akrabalik bagi ile iliskili
goriilmistiir(Bittles ve ark., 1991;Weatherall, 2010). Yapilan bazi ¢alismalarda one
stiriilen Falciparum Malarianin (Malarya hipotezi) bulundugu cografi bolgelerde o ya
da B-talasemi goriilme siklig1 benzerlik gostermektedir(Weatherall ve ark., 2010).

Diinya genelinde Ozelliklede gelir diizeyi diisiik tllkelerdeki hastalarin tedavileri
diizenli yapilmadig: igin oliimlere sikga rastlanir. Oliimlerin engellenmesi i¢in
tilkelerin saglik politikalarinda 6nemli degisiklikler yapmasi gerekir (Weatherall,
2010). Diinya iizerinde yasanan gogler, B-talasemi hastaligimin dagilimma etki
ederek, daha oOnceden seyrek goriilen Kuzey Avrupa, Avustralya ve Kuzey
Amerika’da artik yogun hale gelmistir. Bu nedenle bu cografi bolgelerde prenatal
tani, genetik danisma ve diizenli tedavi gerekli hale gelmistir. Uluslararas: Talasemi
Federasyonu (TIF), diinya genelinde en az 200.000 talasemili hastanin diizenli tedavi
gordiigiinii bildirmektedir. Bu sayi, kayith tedavi gdéren hastalar1 kapsadigindan,
gercek anlamda tedavi ihtiyaci olan hasta sayisiin daha yiiksek oldugu tahmin

edilmektedir(Higgs ve ark., 2012).

2.5. Antalya’da B-Talasemi Major

Tiirkiye’de B-TM ve diger hemoglobinopatiler dahil, yaklagik 5500 hasta bulundugu
bildirilmigtir (Canatan, 2014). 3-TM siklig1 bolgeler arasinda oldukga degiskenlik
gostermektedir(Guvenc ve ark., 2012). Tiirkiye genelinde beta-talasemi tasiyicilik
orant %?2'lerde olup, bu oran bazi Akdeniz ve Giiney ve Giineydogu bolgelerimizde
%10-13’e kadar ¢ikmaktadir(Nazli Basak, 2007). Diinyada oldugu gibi, Tirkiye
popiilasyonundada B-TM hem fenotipik hem de genetik heterojenite gostermektedir.
Yapilan bircok c¢alismada, heterojen genetik bulgular i¢inde [1VS.1.110
(G>A)mutasyonu en yaygin mutasyon olarak tespit edilmistir (Ulasli ve ark., 2015).

Antalya, Akdeniz Boélgesinde bulunan ve Tiirkiye’de beta-talasemi basta olmak
tizere, hemoglobinopatilerinen sik goriildigi sehirdir. Antalya popiilasyonuna
yonelik yapilan bir ¢alismada beta-talasemi ile iliskili oldugu bulunan 16 farkl
mutasyon saptanmis, bunlar i¢inde %44,4'lik bir oran ile IVS..110 (G>A)
mutasyonu en yiiksek siklikta goriilen mutasyon olmustur (Keser ve ark., 2004;

Mendilcioglu ve ark., 2011).
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Antalya ve gevresini kapsayan bolgede, hemoglobinopatilerin ¢dziimsel yaklagimla
Onlenmesi ve takibine yonelik, halka egitim programlari, klinik tarama ve
laboratuvar tanisi igin prenatal ve postnatal yonde bir¢ok arastirma yapilmistir. Keser
ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir ¢alismada 103 fetiis lizerinden yapilan taramalar
sonucunda; B-talasemi agisindan 26 etkilenmis fetis bulunmus olup, bunlardan
25'Iinin B-TM ve 1'inin ise Hemoglobin S/B Talasemi birlikteligi oldugu belirlenmis,
IVS.1.110 (G>A) mutasyonu %50,4 oran ile en sik goriilen allel oldugu bildirilmistir.
Ayni ¢alismada, endikasyonu olan anneler nedeniyle incelenen B-TM genotipli 26
fetiisten birinde 46,XY/47,XY,+22 mozaik karyotip izlenirken, diger taraftan
etkilenmemis fetiislerden birinde 45,X Turner sendromu Karyotipi gorilmistiir(Keser
ve ark., 2005). Yapilan ¢alismalarda beta-talasemi major olup, dizi analizi ve RDBH
yontemleri ile mutasyon belirlenememis olan 31 hasta iizerinden GAP-PCR
metoduyla yapilan bir ¢alismada Tiirk tipi inv/delesyon (88) mutasyonunun, daha
Oonceden tespiti yapilmis olan tim mutasyonlarin  %]1,5'ini  kapsadigi
goriilmiistiir(Bilgen ve ark., 2016b). Oney ve arkadaslarinin, B-talasemi
tasiyicilarinda; B globin geni mutasyon tipi ve hematolojik fenotip arasindaki iliskiyi
ortaya koyan bir ¢alismada toplam 84 beta-talasemi tasiyicisinda IVS 1-110 (G —A),
IVS 11.745 (C—G), IVS I-1 (G—A), Cod.39 (C—-T), IVS I-6 (T—C), IVS 1I-1
(G—A), Cod 5 (-CT), Cod 8 (-AA) ve Cod 44 (-C) mutasyonlari incelenmis olup,
olgularin 45’inde Beta® mutasyonu, 39’unda ise Beta® mutasyonu gériilmiistiir. Beta*
grubunda hematokrit degerleri daha yiiksek bulunurken, Beta® grubunda ise Hb F ve
Hb A2 degerlerinin daha yiiksek oldugu goriilmistiir. Sonu¢ olarak, B-talasemi
tastyiciliginda  genotipin,  hematolojik  fenotip  iizerinde etkili  oldugu

bildirilmistir(Oney ve ark., 2008).

B-talasemi major riski bulunan gebelere iliskin Antalya merkezli yapilan bir prenatal
tan1 ¢alismasinda, 407 fetiisten koryonik villus Ornekleri kullanilarak yapilan
molekiiler genetik analizleri sonucunda; 105 fetiis (%25,8) hasta, 201 fetiis (%49,4)
tastyict ve 101 fetiisiin ise (%24,8) normal oldugu bildirilmistir(Mendilcioglu ve ark.,
2011). B-TM hastalig1 bakimindan fenotipik bulgular veren ve ayni zamanda Down
Sendromlu olan bir ¢ocuga yapilan mutasyon taramasinda, 1VS.1.110(G-
A)/1VS.2.745(C-G) birlesik heterozigot genotipi bildirilmistir (Keser ve ark., 2001).
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2.6. Beta-Talasemide Molekiiler Genetik Analiz

Tiim hemoglobinopatilerde oldugu gibi, beta-talasemi iginde bir popiilasyonda az ya
da sinirli sayida mutasyonlarin varligi, molekiiler genetik analizleri oldukca
kolaylastirmistir. Bu da o popiilasyonda genetik taramay1 hizlandirmistir. Sik goriilen
beta-talasemi mutasyonlar1 daha ¢ok PCR tabanli testler ile analizi yapilmaktadir. En
stk kullanilan yontemler Reverse Dot Blot Hibridizasyon (RDBH) analizi ve
popiilasyonlarda sik goriilen mutasyon bolgelerine spesifik Allel  Spesifik
Oligoniikeotid Hidridizasyonu gibi tamamlayict prob ya da primer yardimiyla
yapilan amplifikasyonlardir (Al-Mosawy, 2017). Beta-talasemideki en yaygin
mutasyonlar nokta mutasyonlar oldugundan, teyit i¢in ihtiya¢ duymaksizin altin
standart (Gold Standart) yontem DNA dizi analizidir. Bu yontem ayni kokenden
gelen ve birbirine dizi benzerligi gosteren globin genlerini ayirt etmede de ise

yaramaktadir.

2.7. Hemoglobin F Yapisi ve Ozellikleri

Hemoglobin molekiiliinii olusturan farkli globin genleri, atasal bir globin
molekiiliinlin milyonlarca yil igerisinde gecirmis oldugu gen duplikasyonlari,
konversiyonlari, kromozomlar arasi1 translokasyonlar ve DNA diizeyindeki
mutasyonlar sonucu evrimleserek cesitlenmis ve globin gen ailesini ortaya ¢ikararak
farkli globin genleri seklinde giliniimiizdeki halini almistir(Hardison, 2012).
Gilinlimiize kadar ulasan ve halen farkli mutasyonlarla karsimiza c¢ikan farkh
hemoglobin molekiilleri, yaklasitk 450 milyon yil once ilkel formlarindan
farklilagarak bugiinkii halini almistir. Ornegin, fetal hemoglobini olusturan gamma
globin genleri (HBG1 ve HBG2); HBB geninin duplikasyonu sonucu olmustur. Beta-
benzeri globin genleri olarak; embriyonik epsilon geni, HBG1 ve HBG2 globin
genleri, HBD ve HBB geni 11. kromozomun kisa kolunda yer alirlar (11pl5)
(Steinberg ve Thein, 2013).

Gamma globin genleri, ekzonlarindaki kodon farkliliklariyla birbirinden ayrilirlar.
HBG1 (A-Gamma globin)’de 136. kodon Alanini kodlanirken, HBG2 (G-Gamma
globin)’de Glisini kodlanir(Adachi ve ark., 1990). Gamma globin zinciri 39 ya da 40
aminoasit bakimindan B-globin zincirlerinden farklilik gosterir. Bu durum Hb A’nin
Hb F’e kiyasla alkali direncini artirir(Slightom ve ark., 1980). HBG1’de kodon 75’te

izolosinin treoninle yer degistirdigi yaygin hemoglobin varyanti, Hb Sardinya olarak
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bilinir. HbF, oksijen afinitesi bakimindan hemen hemen biitiin memelilerde erigkin
hemoglobinine gdre, daha yiiksek bir oksijen afinitesine sahiptir. Yapisal olarak
neredeyse ayni olmasina ragmen, fetiis ve yetiskinlerde HBG1 ve HBG2 farkl
seviyelerde eksprese edilir. Yenidoganlarda gamma globin zincirlerinin yaklasik
2/3’linli G-gamma globin olustururken, kalanin1t A-gamma globin olusturur. Bu oran,
gamma-beta globin zincir iiretimine ge¢is sirasinda diiser ve yetiskin eritroid

hiicrelerinde neredeyse tersine ¢evrilir(Steinberg ve Thein, 2013).

2.7.1. Hemoglobin Doniisiimiiniin Temeli

Gebeligin 8. haftasindan sonra, fetiiste HB F predominant hemoglobin haline gelir ve
gebeligin ortasina kadar artmaya devam eder. Daha sonra, HbF seviyesi azalisa
gecer. Dogumdan 6 ay sonra, Hb F asamali olarak Hb A ile yer degistirir. Fetal
hemoglobinden yetiskin hemoglobinine gegilen bu siire¢te, HBB ekspresyonu
artarken, HBG ekpresyonu diiser. Tiim insanlar yasamlari boyunca HbF’i eser
miktardada olsa sentezlenmeye devam ederler. Bu durum terapétik yaklasimlar igin

bir temel olusturur(Steinberg ve Thein, 2013).

HbF’in HbA’ya doniisii esnasinda bir ¢ok genetik faktor devreye girer(Bauer ve ark.,
2012; Sankaran ve Orkin, 2013). Gamma globin gen ekpresyonunun diizelenmesinde
KLF11 (Kriippel Like Factor 1), BCL11A (B Cell Lymphoma 11 A), ZBTB7A (Zinc
Finger ve BTB domain containing 7A) ve MYB (Myeloblastozis Protooncogene)
gibi transkripsiyon faktorlerinin birbirleri ile etkilesimi ve GATA 1(Erythroid
Transcription Factor 1) ve diger ko-reseptér komplekslerinin dahil oldugu kromatin

modeling ve epigenetik modifiye edici genler etkilidirler(Ginder, 2015).

HbF’in HbA’ya doniisiimii sirasinda, beta benzeri genleri kontrol eden LCR (Lokus
Kontrol Bolgesi) ile gamma globin geni promotor bolgesinin etkilesimi kritik rol
oynar. Bununla birlikte, LCR ve B-globin genindeki hipersensitif diger alanlar,
hemoglobinin degisiminde 6nemli rol oynayabilirler(Shen ve ark., 2018). LCR,
ilmeklenme (looping) ile susturulmus gamma globin genlerinin promotorlarina etki
edip, gen expresyonun artisini saglayarak, HbF {iretiminde artisa ve yetiskin
hemoglobin olan HbAl miktarinda diisiise sebep olmak iizere, tekrar aktive
edebilir(Deng ve ark., 2012; Breda ve ark., 2016). Her ne kadar tam olarak
netlesmezsede HbF gen regiilasyonunun anlasilmasi, bazi saglikli yetiskin bireylerde

HbF’in neden normalden yiiksek oldugu konusunda yeterli veri sunmus ve terapotik
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HbF reaktivasyonu igin yeni stratejiler gelistirilmesini saglanmistir(Perrine, 2006;
Bauer ve ark., 2012).

2.7.2. Yetiskinlerde Hb F Artisinin Sebepleri

Yetiskinlerde artmis olan HbF seviyeleri i¢in bir dizi kazanilmis ve kalitsal olan
bulgular mevcuttur. Yetiskinlerde artmis HbF seviyesi ile iligkili kalitsal kosullardan
birisi, primer olarak genetik varyasyon ve mutasyonlar yoluyla olusan kalitsal kalici
fetal hemoglobin (HPFH)dir. Orak hiicreli anemi ve talasemi ile iligkili HbF artislar
ise, kaliimsal genetik varyasyonla modiile edilen bu hastaliklarin, eritropoez stresi

ve hemoliz karakteristigine ikincil tepkilerden olusurlar(Steinberg ve Thein, 2013).

Daha 6nce yapilan ¢alismalardan elde edilen veriler dogrultusunda kalitsal kalici
fetal hemoglobin ile iliskili gamma globin promotor bolge mutasyonlarinin cogunun
tek niikleotit polimorfizm mutasyonlar1 oldugu goriilmiis olup, sik gériilenler Tablo
2.1°de verilmistir.

Tablo 2.1. Gamma globin promotor bolgesinde sik goriilen tek niikleotit polimorfizmleri(Gumucio ve
ark., 1988; Costa ve ark., 1990)

Gamma globin promotor bolgesi Tek niikleotit polimorfizmi

-202 (C>G)

Gy Globin promotor bolgesi -158 (C>T)

2202 (C>T)
1198 (T>C)
Ay Globin promotor blgesi -196 (C>T)
-175 (T>C)

-117 (G>A)

2.7.3. Hb F Yapimim Etkileyen Genler

G-gamma globin geni promotor bolgesi -158. pozisyonundaki C>T degisimi, Xmn-1
(Xanthomonas  maniholis-1)  restriksiyon  enzim  kesimi  polimorfizmini
gostermektedir. Bu polimorfizmin, hematopoetik stres altindaki yetiskinlerde HbF

tretimini arttirdigr gorillmiistir. ZHX2 (Cinko-Parmak ve Homeoboxes 2) geni,
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gamma globin gen expresyonunu diizenleyen bir aday gen olarak goriillip, yapilan
farkli ¢aligmalarda, ZHX2’nin gamma globin geninin baskilanmasinda rol oynadigi
bildirilmistir. BCL11A, HbF seviyelerini modiile ederek hemoglobin bozukluklarini
iyilestirmeye yardimci olabilecegi ortaya konmustur. KLF-1’in ekspresyonunun
azalis1 ile gamma globin gen expresyonunun arttigi, bu nedenle KLF-1’in fetalden
erigkine gegiste onemli bir rolii oldugu ileri siiriilmektedir. HBSL1-MYB, MYB’nin
eritropoezde kritik bir rolii oldugu goriilmekte, bunu KLF-1 expresyonunun
transaktivasyonu ile gergeklestirdigi bildirilmektedir. GATA-1 ise, gamma globin
promotor bolgesinde meydana gelen bazi nokta mutasyonlar nedeniyle buraya
baglanmasinin azalmasi sonucu, baskilayic1 6zelligini kaybederek, HbF seviyesinde
artisa neden oldugu gorilmistir. FOP (Friend of Protein); FOP geninin
susturulmasinin, eritroid progenitor hiicrelerinde gamma globin  geninin
expresyonuna ve HbF iiretiminin artisina sebep oldugu bildirilmistir. SOX6 (Sex
Determining Region X-box 6)’nin ise, embriyonik globin genlerinin susturulmasinda
onemli rol oynadigi ifade edilmektedir (Sekil 2.3) (Munshi ve ark., 2015).

e

wJ%
FETAL “‘ u"”u“u“““
',‘:f:, el
FOP DOSCK “(:% BEIDR
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Sekil 2.3.Globin geni promotor bolgesinin Lokus Kontrol Bolgesi (LCR) ile interaksiyonu ve
ilmeklenmesi ile Hemoglobin doniigiim modeli (Wilber ve ark., 2011b)

Biitiin bu giincel bilgiler ve veriler 1518inda, biz de bu ¢alismamizda; HbF’i yiiksek
olan beta-talasemi majorlii hastalarda, DNA dizi analizi ile A-gamma ve G-gamma
globin genlerinin promotor bdlge mutasyonlarini1 aragtirmayr ve yiiksek HbF ile

iliskisini ortaya ¢ikarmay1 amacladik.
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3. GEREC VE YONTEM

Projemiz “Antalya’da Beta Talasemi Major Hastalarinda Gamma Globin Promotor
Bolge Mutasyonlar1 ve HbF ile iliskisinin Arastirilmast” ismi ile Akdeniz
Universitesi Tip Fakiiltesi, Klinik Arastirmalar Etik Kurulu onaym aldiktan sonra,
proje kapsaminda yer alan 30 hasta ve 30 kontrol i¢in kullanilacak sarf malzemelerin
satin alma siirecine ge¢ildi. Satin alma siireci heniiz baslamisken, Yiiksekdgretim
Kurulu (YOK) karar1 (2019) ile Anabilim Dalimiz Tibbi Genetik Programmin baska
bir Anabilim Dalma aktarilmasindan sonra, Universitemiz BAP Birim
Koordinatorliigii bilgilendirildi ve proje sarflarinin satin almasi BAP tarafindan
durduruldu. Projemizin satin almasi yaklasik 6 ay siireyle gecikmis oldu. Siireg
sonunda satin alma islemleri yeniden baslatilmis ancak COVID-19 (SARS-CoV-2)
Pandemisinin baglamasi ile satin alinacak sarf malzemelerin gecikmeli olarak, ayri
ve uzun araliklarda gelmesine neden oldu. Tezini ¢alisacak 6grencilerin pandemiye
maruz kalmamalar1 ve hak kaybma ugramamalar i¢in YOK tarafindan iletilen
kararname ile 2020-bahar doneminde kayitlari donduruldu. Bu arada projemizde
paydas olan Antalya Egitim ve Arastirma Hastanesi, Adem Tolunay Talasemi
Merkezi’nden B talasemi major tanisi almis ve HbF degeri yiiksek (Hb F>%?2),
transfiizyon tarihlerine gore merkeze gelen 30 hastadan, transfiizyon 6ncesi EDTA’l1
5’er ml periferik kanlar toplanmaya baslandi. Hastalardan ve kontrol grubundan
aldigimiz ve genomik DNA izolasyonu yapilacak periferik kanlar, taze olarak
calistlamadigindan -20°C’de saklandi. Kontrol grubu igin ise ayni merkezden ve
Organ Nakli Merkezi’nden kan vermek i¢in bagvuran donor olan, talasemi ve diger
hemoglobinopatilerle ilgisi olmayan, HbF basta olmak iizere kan parametreleri
normal seviyelerde olan, bilgilendirilmis, arastirmaya katilmak isteyen ve imzali
Aydmlatilmis Onam Formu (EK-1) alinan 30 saglikli bireyden 5 ml’lik periferik kan
EDTA’ tiiplere alinarak, genomik DNA elde edilmeye gidildi.

3.1. Hasta Se¢imi

Projemiz, Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Saglik Bilimleri Enstiitiisii Klinik
Arastirmalar Etik Kurulu onayimi aldiktan sonra Adem Tolunay Talasemi
Merkezinden B Talasemi tanis1 almis HbF degeri yiiksek (Hb F>%2) 30 hasta ve yine
ayni1 merkezden ve Organ Nakli Merkezi’nden transplantasyona hazirlanan hastalara

donor olan kan parametreleri normal araliklarda olan arasgtirmaya katilmak isteyen ve
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imzali Aydmlatilmis Onam Formu (EK-1) alinan 30 saglikli bireyden 5 ml’lik
periferik kan EDTA’11 tiiplere alinarak genomik DNA elde edildi.

Genomik DNA eldesi i¢in tuzla ¢oktiirme yontemi ve Pure Link Genomik DNA Mini
Kit (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, USA) kullanildi. DNA eldesi Pure Link
Genomik DNA MiniKiti talimatlarina uygun olarak yapildi. Islemler ana bashk
olarak sirasiyla; lizis tamponlari yardimiyla hiicre zarmin pargalanmasi ve hiicre
igeriginin aciga c¢ikarilmasi, proteaz ile hiicresel proteinlerin uzaklastirilmasi, alkolle
¢oktiiriilen DNA’nin yogunlasarak goriiniir hale getirilmesi ve daha sonrasinda spin
kolonda membrana baglanmis olan DNA’nin eliisyonu basamaklarindan

olugsmaktaydi.
3.2. DNA izolasyonu

3.2.1. Kit ile DNA izolasyonu
1. Su banyosu (Niive) 55°C ye ayarlandi.

2. EDTA 1 tiiplere eklenen 200 pl lik Periferik kan alt tist edilerek 2 ml lik ependorf

tiiplerine konuldu.
3. Uzerine 20 pl lik Proteinaz K eklenerek pipetaj yapildi.

4. Uzerine 20 pl RNase A eklenerek pipetaj yapildi ve oda 1sinda 2 dk inkbasyona
birakildi.

5. Uzerine 200 pl Lizis buffer eklenerek soliisyon homojenize olana kadar iyice

karigtirildi.

6. Proteinlerin iyice par¢alanmasi i¢in 55°C lik su banyosunda 10 dk inkiibasyona

birakildu.

7. Elde edilen Lizata 200 ul absolu ethanol eklenerek iyice vortekslendi (Boeco,

Germany).

8. Sonrasinda elde edilen karisim filtreli kolona eklenerek 10.000 rpm’de 1 dk, oda
sicakliginda santrifiij (Boeco, Germany) edildi, toplama tiipii atildz.

9. Filtreli kolon temiz bir toplama tiipiine aktarildu.
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10. Uzerine 500 pl yikama soliisyonu WB 1 eklenerek, 10.000 rpm de 1 dk santrifiij
edilerek toplama tiipleri atildi.

11. Uzerine 500 nul yikama soliisyonu WB 2 eklenerek, oda sicakliginda maximum

hizda 3 dk santrifiij edildi ve toplama tiipleri atildi.

12. Sonra filtreli kolon, 1,5 ml lik steril ependorf tiiplerine aktarilarak {izerine 100
ul’lik eliisyon buffer eklendi.

13. Daha sonra oda sicakliginda, 1 dk inkiibe edilerek, maximum hizda 1 dk santrifiij

edildi ve DNA’nin filtreden ayrilarak kolona gegmesi saglandi.
14. Elde edilen DNA’lar -20°C (Bosch DeepFreezer)de saklandi.

3.3. DNA Orneklerinin Spektrofotometre ile Olciimii

Elde edilen DNA orneklerinin miktar ve safligi nanodrop cihazi (Quawell 9000,
USA) ile olgiilerek sirasiyla 260 nm ve 280 nm dalga boylarinda spektrofotometrik
olarak Olglimleri yapildi. Saflik orani OD 260/0D 280 formiiliine gore DNA
konsantrasyonu, DNA miktar1 OD 260 X Sulandirma katsayis1 X 50 formiiliine gore
hesaplandi.

3.4. PCR Yontemi ile Ay ve Gy-Globin Promoter Bolgelerinin Amplifikasyonu

Gamma globin promoter bdlgelerini ¢ogaltmak igin iki ¢ift primer tasarlandi ve
sentez ettirildi (Sentromer Ltd, Tirkiye), belirlenen PZR protokollerinde
reaksiyonlar kuruldu. Gamma globin promotor bélge mutasyonlarinin taranmasi igin
tasarlanan primer ¢iftleri ve hazirlanan ¢aligma protokolleri sirasiyla Tablo 3.1 ve

Tablo 3.2°de verilmektedir.

Tablo 3.1. Ay ve Gy globin promoter bolgesine 6zgii primer ciftleri

.. .. . o . Tm
BOLGE YON | PRIMER BAZ DIZILERI
66 °C
F S-TCTATTACTGCGCTGAAACTGTG-3'
A y Globin
Promoter 66 °C
R 5-GTCTGGACTAGGAGCTTATTGAT-3'
62 °C
F 5-AACTGTTGCTTTATAGGATTTTTCA-3'
G v Globin
Promoter 66 °C
R 5-GTCTGGACTAGGAGCTTATTGAT-3'

18



Tablo 3.2. PZR i¢in kullanilan bilesenler ve miktarlari.

PZR Bilesenleri Hacmi (uL)
10X Tampon 25

MgCL2 1

Tag DNA Polimeraz 0,4

Forward Primer 0,8

Reverse Primer 0,8

dNTP 1

Distile Su 16.5
Genomik DNA 2

Total Hacim 25

Tiim 6rnekler Tablo 3.3’te verilen sicaklik ve siirelere gore ayarlanip, thermal cycler
cihazinda (AppliedBiosystem 9700, USA) inkiibasyona birakildi.

Tablo 3.3. Thermal Cycler Amplifikasyonu i¢in dongii basamaklar

Sicakhik Siire Dongii sayisi
94 °C 5 dk 1 dongii

94 °C 30 sn

57°C 30 sn 35 dongii

72 °C 45 sn

72 °C 7 dk 1 dongii

4°C o0 Stirekli

3.5. %2’lik Agaroz Jel Hazirlanmasi

1X TBE soliisyonu hazirlamak i¢in 10X konsantrasyonlu TBE(Tris-Borat-EDTA)

Tamponu (Sigma) 1/10 oraninda distile su ile sulandirilarak hazir hale getirildi. 100

ml’lik erlen igine 50 ml 1X TBE tamponu ve lgr toz agaroz (Sigma) alinarak

mikrodalga firinda (Argelik) erimesi saglandi. Arada erlen c¢ikarilarak ¢alkalandi.

Agaroz eridikten sonra, erlen mikrodalga firindan ¢ikarilarak sogumaya birakildi.
Soliisyon sicakligi 45-60°C’ye diistikten sonra %10’luk EtBr’den(Merck) 4 pnl
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eklendi ve hava kabarcigi olusturmadan nazik¢e karistirildi. Tray {izerine
kuyucuklarin olusturulmasi i¢in tarak yerlestirilerek, agaroz solusyonu tray iizerine
dokiildii. Oda sicakliginda katilasmasi igin bekletildi. Jel donduktan sonra, tarak

nazikce ¢ikarilarak kullanima hazir hale getirildi.

3.6. PZR Amplikonlarimin Agaroz Jel Elektroforezinde Goriintiilenmesi

Tiim elektroforetik islemler 1X TBE tamponu icinde gergeklestirildi. Tampon
hazirlanmasi i¢in cam sise icerisine 100 ml (10X TBE) (Sigma) konsantre TBE
soliisyonu konularak, iizerine 900 ml distile su eklendi ve 1 litreye tamamlandi.
%2’lik Agaroz jelin hazirlanmasi i¢in ise 2 gr toz agaroz hassas terazide (Metler
Toledo) tartilip, 100 ml 1X TBE tamponu ile birlikte erlen mayere eklenerek,
mikrodalga firinda erimesi saglandi. Agaroz tamamen eridikten sonra mikrodalga
firlndan ¢ikarilarak, sogumasi i¢in oda sicakligina birakildi. Soliisyon sicakligi 45-
60°C iken tizerine 8 ul Etidium Bromiir (Merck) eklenerek yavasca karistirildi.
Elektroforez kalibina konarak jel {izerine yiikleme kuyucuklarinin olusmasi igin
taraklar yerlestirildi. Oda sicakliginda tamamen katilasan agaroz jelden taraklar
c¢ikarildi ve 1X TBE ile doldurulan elektroforez tanki i¢ine yerlestirilen agaroz jele
ornekler 6X Loading Dye (Fermantas) ile karistirilarak yiiklendi. Ornekler 120 voltta
20 dk yuritildi ve DNA goriintiileri transilluminator yardimi ile goriintiilenip

degerlendirildi

3.7. PZR Uriinlerinin Temizlenmesi
Ilgili amplikon uzunluklarinda PZR fiiriinleri elde edildikten sonra, GeneJET PCR
Piirifikasyon Kiti (Thermo Fisher Scientific, USA) kullanilarak temizleme islemi

yapildu.

1- Esit hacimde PZR 06rnegi ile baglama tampon eklenerek (binding buffer) pipetaj
yapild.

2- Renk sariya dondiikten sonra, filtreli kolon iizerine toplam 40 ul’lik karigim

yiiklendi.
3- 1 dk 13.000 rpm’de santrifiij edildi.

4- 400 ul yikama tamponu (Washing Buffer)eklendi ve tekrar ayni kosullarda
santrifiij edildi.
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5- Toplama tiipii igerigi bosaltildi ve kolon tekrar ayni toplama tiipiine yerlestirildi ve

son kez ayni1 kosullarda yikama yapmadan bog santrifiij yapildi.

6- Filtreli kolon steril 1.5 ml’lik ependorfa alindi ve iizerine 35 ul ayristirma

tamponu (Elution Buffer)eklendi.

7.Aym kosullarda santrifiij edildi ve Ornekler kullanilincaya kadar -20 °C’de
saklandi. Daha sonrasinda piirifiye edilmis PZR iirlinleri agaroz jelde yiiriitiilerek UV
Transilluminatér (POPBio-Vii, USA) cihazinda kontrol edildi. Jel goriintiisiinde bant
elde edilen iirtinlerle caligmaya devam edilirken bant goriilmeyen iirlinler i¢in tekrar

PZR kuruldu.

3.8. Sanger Sekans Dizileme Reaksiyonu

Sanger sekans dizileme reaksiyonu zincir sonlandirma yontemi olarakta bilinen bu
reaksiyon, dideoksiniikleotid trifosfatlar (ddNTP) kullanilak yapilir, dNTP’lerden
farkli olarak ddNTP’ler 3’°0OH ucuna sahip olmadiklarindan kendilerinden sonra
gelen dNTP’lerle fosfodiester bagi kuramayacaktir ve bu sekilde zincir uzamasi
sonlanacaktir. Her bir ddNTP kendine floresan bir boya ile isaretlenerek farkli dalga
boylarinda 1s1ma yapacaktir. Sekans reaksiyonu icin gerekli olan bilesenler ve

miktarlar1 Tablo 3.4’°te verildi.

Tablo 3.4. DNA dizileme reaksiyonu i¢in her bir 6rnegin miktar

Dizileme reaksiyonu bilesenleri Her bir érnek icin miktar
5X Tampon 2 ul

Big Dye 2 ul

Primer 1 2ul

PZR iirlinii 2 ul

Distile su 2ul

Toplam hacim 10 ul

Total hacmi 10 pl olan tiipler thermal cycler cihazinda Tablo 3.5’te verilen sicaklik

ve siirelere gore inkiibasyona birakildi.
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Tablo 3.5. Sekans reaksiyonu i¢in inkiibasyon sicakliklar1 ve siireleri

Sicakhk Siire

96°C 1dk

96°C 10 sn

50°C 5sn 25 Dongili
60° C 4 dk

4°C 0

3.9. Sekans Labeling PZR Uriinlerinin Sephadex G-50 ile Temizlenmesi
Reaksiyon bittikten sonra temizleme islemi Sephadex G-50 (GE Health Care)

aracilifiyla yapildi. Buna gore;

1-Sephadex G-50 Soliisyonunun hazirlamasi: 1 gr Sephadex G-50 tartildi ve 14 ml
dH20 en az 20 dk ¢alkalama islemine tabi tutuldu.

2-Siire sonunda +4°C’de en az 30 dk bekletildi.

3-Yiikeleme yapilacagi zaman, filtreli kolonlarin {izerine bu soliisyondan 650 pl

ilave edildi.

4-Kolonlar 5000 rpm’de 2 dk santrifiij edildi.

5-Toplama tiipii igerigi bosaltildiktan sonra filtreli kolon tekrar yerlestirildi.
6-Uzerine 10 ul’lik sekans reaksiyonu érnegi yiiklendi.

7-5000 rpm’de 2 dk santrifiij edildi.

8-Sonra toplama tiipiinde biriken sivi 96 well-plate’in daha 6nceden tanimlana ve

belirlenen kuyucuklarina ytiklendi.

9- Plate 10 sn diisiik devirde dondiirtildiikten sonra, 16 kapillerli ABI 3130 XL

cihazina tanitildi.
10-Dizileme icin cihaz ¢alistirildi ve kapiller elektroforez islemi baglatildi.

Dizileme islemi sonuglarma ait veriler ABI sequencing analysis v3.1 adli yazilim

programinda degerlendirilmis ve normal insan genomuna karst NCBI (National
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Center For Biotechnology Information) BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool) araciligi ile A-gamma ve G-gamma geni promotor bdlgesi referans dizisine

bakilarak analiz edildi.

3.10. istatiksel Analiz
Elde edilen sonuglar 6rnek azligi nedeniyle, % olarak hesaplandi ve hasta-kontrol

kiyaslamasi yapilarak veriler tartigildu.
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4. BULGULAR

4.1. Hastalara Ait Demografik, Hematolojik ve Genetik Bulgular

Projemizde; periyodik olarak transfiizyon alan, HbF degerleri yiiksek 30 B-talasemi
major hastasindan ¢alisilan ve sonug elde edilen 27 hastaya ait demografik bulgular
Tablo 4.1°de verilmistir. Calisilan 3 hastadan; calismanin basindan itibaren DNA
miktart ve kalitesinin ¢ok diisiik olmasindan dolayi, bilgi verici sonuglar elde
edilemedigi i¢in degerlendirmelere dahil edilmedi. Bu verilere gére 27 hastanin yas
ortalamas1 29,4 olarak hesaplandi. Hastalarimizin cinsiyet dagilimlarina bakildiginda
13 tanesinin erkek (%48,14), 14 tanesinin kadin (%51,84) oldugu ve biitiin
hastalarimizin ortalama hemoglobin degeri ise 9,03 oldugu goriildii. Tiim hastalar
dahil edildiginde ortalama HbF degeri 11,18 olarak bulundu. En kiigiik HbF degeri
%2,20 ve en yiiksek HbF degerinin ise 61,4 oldugu goriildii. B-talasemi major olan
hastalarimizin  %74,07’inin  splenektomize oldugu ve %25,93’linlin olmadig1

goriildii(Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Calisilan beta-talasemi majorlii 27 hastanin demografik ve hematolojik verileri

NO |[KOD[Y-C |BETA TALASEMI MUTASYONU |HBF |HGB |MCV|MCH |McHC|RDW [HBA1 [HBAZ [SP
1 |35-E| 1VS.1.110 (G=A)/IVS.I1.1 (G=A) |25,20] 9,7 | 80 | 25,1 | 31,3 | 24 |61,30] 3,30
2 |23-E| IVS..1(G>A)/IVS.1.110 (G=A) | 16,7 | 8,9 |78,3| 25,6 | 32,7 | 194 | 70,8 | 3.1
3 |26-E|I1VS.1.110 (G>A)/IVS.1.110 (G>A) | 2,6 | 9,3 |87,8| 284 | 32,3 | 144 80,3 | 2,9
4 | 22-K| IV5.1.110 (G=>A)/1VS.1.110 (G»A) | 2,70 | 9,4 [85,5| 28,5 | 33,3 | 14,8 |80,20| 2,70
5
g
g

28-E | IV5.1.110 (G>A)/IVS.1.110 (G>A) | 11,1 | 8,3 |84,2| 26,9 | 31,9 | 159 | 74,4 | 2,8
21-K|  IVS.LG (T>C)/IVS.L6 (T>C) 56 | 79 |5.,8| 17,3 | 33,4 [ 298| 764 | 7.7
25-K | IV5.1.110 (G>A)/IVS.1.110 (G>A) | 2,40 | 7,9 |79,8| 28,3 | 35,5 | 14,1 | 81,1 | 2,8
10 | 10 [25-K| 1vS.L6 (T>C)/IVS.L.110 (G=A) | 4,7 | 8,6 |89,3| 26,8 | 30,1 | 17,1 | 78,7 | 3.3
11 | 11 [46-K| 1vs.a1.1(Gx>A)/IvS.01.1(G=A) | 9,70 | 8,9 |83,9| 27,9 | 33,2 | 15,9 | 76,10 2,60
12 | 12 [a0-k| 1vs.L6(T>C)/IVS.L.120 (G=A) | 8 | 84 [81,7| 255 | 31,3 | 21,2| 748 | 29
13 | 13 |29-E| 1vS.1.110 (G>A)/1vS.1.110 (G=A) | 20,1 | 8,9 |83,2| 25,9 | 31,1 | 19,3 | 65,8 | 3.3
14 | 14 |37-E| IvS.1.110 (G>A)/1vS.1.110 (G=A) | 17,00( 9,1 [83,7| 27,5 | 32,9 | 17,6 | 69,5 | 2,7
15 | 15 |a5-K| 1vS.1.110 (G>A)/1vS.1.110 (G=A) | 10,5 [10,2|82,5| 26,9 | 32,6 | 17,2 72 | 2.8
16 | 16 |38-K|  IVS.L6{T>C)/IVS.L6 (T>C) 59 | 9,2|78,6| 24,3 | 30,9 [ 27,2 | 77,9 | 3.9
17 | 17 | 21-E| 1vs.1.110 (G>A)/1vs.1.110 (G=A) | 3,8 | 9,5 [80,8] 27,7 | 34,3 | 14,2 81,1 | 2.8
18 | 18 [27-K| 1v5.1.110 (G=A)/Ivs.11.1 (G>A) | 8,6 | 10 [79,4| 26,6 | 33,5 | 18 | 78,7 | 2.5
20 | 20 | 36-K| IVS.1.110 (G=>A)/IVS.1.110 (G=A) | 12,80| 8,9 (84,4| 28,2 | 33,3 | 18,2 |73,10| 2,70
21 | 21 |25-K| IvS.1.110 (G=A)/1vs.1.110 (G=A) | 61,4 | 8 [74,7] 22 | 295 31 | 27 | 729
22 | 22 | 22-E| IvS.1.110 (G=>A)/IVS.1.110 (G>A) | 12,1 | 85 | 75 | 25,7 | 342 [ 274 741 | 3
23 | 23 |28-E| IvS.1.110 (G=A)/Ivs.1.110 (G=A) | 7 [ 8.8[71,8] 22 |306| 36 | 73,6 5.6
24 | 24 |32-k| vs.1.110 (G>A)/1vs.1.110 (G=A) | 6,30 [10,5(24,7| 31,4 | 37,1 | 19,3 [76,90| 2,70
25 | 25 |26-E| IvS.1.110 (G>A)/1vs.11.745(C>G) | 2,20 | 9,2 |78,1| 26,6 | 34,1 | 14,1 [81,90] 2,50
26 | 26 |32-| Ivs.1.110 (G=a)/1vs..110 (G=A) | 25 [ 9,2 (754 255 | 33,8 | 27,5 | 62,8 | 3
27 | 27 |31-k| IvS.1.110 (G=A)/1vs.1.110 (G=A) | 4,7 | 9,6 [81,1] 26,9 | 33,2 | 16,6 | 78,7 | 2,7
28 | 28 |21-k| ws.i110(G=A)/ivsaa(G=a) | 49 [ 88|83 | 275 | 332|146 79 | 29
29 | 29 |26-E| IvS.1.110 (G>A)/1VS.1.110 (G=A) | 6,00 [10,1|84,2| 27,7 | 32,9 | 17,4 | 78,50 2,70
30 | 30 |28-€] ws..110 (G=a)/ivs 1110 (G=a) | 5.1 | 8.1 [sa8| 271 | 31,9 | 1a8] 795 29

W |0 (L |k | |

mimZ|ZT|mMm|E(m|m|IZ|m(m|m|IZ|m(m|m|m|m(mjjm|I|m|(m]j|m|m|3I|[m

NO: Sira no, KOD: Hasta kodu, Y-C: Yas- Cinsiyet, HBF: HbF diizeyi, E:Erkek K:Kadm, HGB:
Hemoglobin, SP: Splenektomi olup-olmadigi, E (Evet): Splenektomi yapilmis, H (Hayir):
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Splenektomi yapilmamis oldugunu gostermektedir. Hemoglobin (HB) i¢in normal deger araligi
Antalya Adem Tolunay Kan Hastaliklar1 Merkezi laboratuvarlarindaki referans araliklart; 13.6-17.2,
MCV igin 80.7-95.5, MCH:27.2-33.5, MCHC:32.7-33.5, RDW i¢in ise 11.6-14.6 olarak
verilmektedir.

Projemizde c¢alisilan 27 B-talasemi major hastasinda, 5 farkli mutasyon ve B-
talasemiye neden olan 7 farkli beta-globin genotipi gozlendi. En sik goriilen allelin
%75,92 siklikla IVS.I.110 (G>A) alleli oldugu bulundu. ikinci sirada ise %11,11
siklikla IVS.I1.6 (T>C), {i¢iincii sirada % 9,25 siklikla IVS.II.1 (G>A) alleli yer ald1
(Sekil 4.1).

45
40
35 1
30
25 A

B Allel Sayisi

20 -
15
10
. |

\c:)’lv} Q’IO N\o’.’?} \C;lv) \(_7(9\

Sekil 4.1. Caligilan beta-talasemi majorlii 27 hastada tespit edilen 5 farkli beta-globin mutant allel
dagilimi

Hastalarda goriilen 7 farkli genotipten; 17 hasta 1VS.1.110 (G>A)/IVS.1.110 (G>A)
homozigot sahipken, IVS.I.110 (G>A)/IVS.IL.1 (G>A) birlesik heterozigot genotipi
2 hastada, 1VS.1.110 (G>A)/IVS.1.6 (T>C)birlesik heterozigot genotipide 2 hastada
goriilldi. IVS.11.1 (G>A)/ IVS.I1.1 (G>A) homozigot genotipi 1, ayrica IVS.L.6
(T>C)/ IVS.1.6 (T>C) homozigot genotipide 2 hastada goriiliirken, diger genotipler
birer hastada tespit edildi (Sekil 4.2).
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B IVS.1110 (G=ANNMS.L110
[(G=A)

BIVS.L110 (G=ANNS.LE (T

EVS.1110 (G=ANNMS.IL1(G

(C=G)
B VS 6(T=CUVS.LE (T=C)

AR

Genotip

Sekil 4.2. Calisilan beta-talasemi majorlii 27 hastada goriilen 7 farkli beta-globin genotipin dagilimi

ONS.1110 (G=ANNS.11(G=A)

& NS0 (G=ANNSILT45

VST (GANVS.ILT (G=A)

=C)

=40

Calisilan hedef bolgelerin Genbank referans dizileri ilizerinde belirlenen primer

ciftleri (Sekil 4.3 ve Sekil 4.4) ve ¢ikacak PZR amplikon biiyiikliikleri belirlendikten

sonra, gergeklestirilen birinci PZR reaksiyonunda amplikonlar dogru bir sekilde elde

edildi

250141 aagtagatat tgaagtaagy attcagictt atattatatt acataacatt aatctattcs

250201 tgcactga 5'-GGI-F aa ctgttgettt ataggatttt tca ctacact aatgagaact taagagataa
250261 tggectaaaa ccacagagag tatattcaaa gataagtata geacttctta tttggaaace

250321 aatgettact aaatgagact sagacgtgte coatcaaaaa tectggacct atgectaaaa

250381 cacatttcac aatcocctgaa citttcaaaa attgotacat gotttaactt tasactacag

250441 gecteactag agetacagac aagaagotga aaaacggety acazaagaag toctggtate
250501 tctatggto gganaagasa actagotaaa gggaagaata aattagagaa aaattggaat

25035381 gactgaatcg gaacaaggca aaggetataa aaaaaattaa geageagtat cotettggga
250621 goceettcoe cacactatet caatgeaaat atotgtctga ascgatocct ggotasacts

250581 cacccatggg ttggecagec ttgocttgac caatagectt gacaaggceaa acttgaccaa

250741 tagtcttaga gtatccagty aggecaggad ceggeagety gotagggaty aagaataaaa
250801 ggaageaces tcageagtt cocacacacts gottoctggaa cotctgagat t 3'-GGI-R atcaataag
250861 ctcctagtce agac gocatg ggtcatttca cagaggagoa caaggetact atcacaagec

250821 tgtgoggcaa gotgaatgty gaagatgety gaggagaaac cotgngaagn tagoctctgg

_ 666 bp

Sekil 4.3. G-Gamma globin promotor bdlgesi referans dizi ve primerlerin yerlesimi
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6361 aaataggtac ggataagtag atattgagot aageattagg tottatatta tgtaacacta

6421 a 5'-AGI-F tctattact gcgetgaaac tgtg gettta tagaaattat thicactaca ctattgagaa
G481 attaagagat aatggcaaaa gicacaaaga gitatattcaa aaagaagtat agcacttttt
6541 ccttagaaac cactgctaac tgaaagagac taagatttgt cocgtcaaaa atcctggace
G601 tatgectaaa acacatttca caatccctga actiftcaaa aattggtaca tgetttaget

6661 ttaaactaca gocctoacty gagctacana caagaagota aaaaacoget gacaaaagaa
6721 gtoctagtat cotctatgat gggagaagga aactagetaa agggaagaat aaattagaga
6781 aaaactgnaa tgactgaatc ggaacaagoc aaaggctata aasaaaatta agecageagta
G841 tcctettgog ggeccctice ccacactate tcaatgoaaa tatctgtctg aaacgatece

G901 tggetaaact coacccatgg aftgaccage cttgecttga ceaatagoct tgacaaggea
£961 aacttgacca atagtcttag agtatccagt gaggoccagon gocgacgact ggetaggagat
7021 gaagaataaa aggaageace citcageagt tocacacact cgetictgga acgtctgana

7081 tt 3'-AGI-R atcaataa getcctagtc cagac gecat ggoteattic acagaggagyg acaaggetac

682 bp

Sekil 4.4. A-Gamma globin promotor bolgesi referans dizi ve primerlerin yerlesimi

Calisilan hedef promotor bolgelerin 1.PZR amplikonlar1 %2’lik agaroz jelde

goriintiilendi ve dogru biiytikliikte fragmentler oldugu goriintiilendi (Sekil 4.5 ve

Sekil 4.6).

Sekil 4.5. G-Gamma Globin geni promotor bdlge 1.PZR Amplikonu (666 bp)’nunun M 100 bp

Marker’e (M) karsilik %2 Agaroz jelde goriintiisii

Sekil 4.6. A-Gamma Globin geni promotor bolge 1.PZR Amplikonu (682 bp)’nunun M 100 bp

Marker’e (M) karsilik %2 Agaroz jelde goriintiisii
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Hedef bolgeleri igeren 1.PZR amplikon firiinleri Piirifikasyon kiti ile piirifiye edildi.
Calisilan hedef promotor bolgelerin piirifiye edilmis 1.PZR amplikonlart %2’lik

agaroz jelde goriintiilendi ve dogru biiyiikliikte fragmentler oldugu goriintiilendi
(Sekil 4.7).

Sekil 4.7.G-Gamma Globin geni promotor bdlge 1.PZR Amplikonu (666 bp)nunun pirifiye
orneklerinin M 100 bp Marker’e (M) karsilik %2 Agaroz jelde goriintiisii. PK: Pozitif Kontrol, NK:
Negatif Kontrol

Piirifiye edilen hasta ve kontrol grubu 1.PZR amplikonlarindan sekans reaksiyonlari
gerceklestirildi ve elektroferogramlar referans dizilere gore analiz edildi (Sekil 4.8).

Her iki geninde promotor dizilerinde bir genomik degisiklik saptanmadi.

G-GAMMA 02 HASTA
Promotor Parsiyel Deomt

-

A-GAMMA 02 HASTA

Promotor Parsyst D

Sekil 4.8. 2 Nolu Hastanin G-Gamma Geni Promotor Bolge parsiyel dizisi (iistte) ve A-Gamma
Globin geni promotor bdlgesinde TALI1 transkripsiyon faktoriiniin tutundugu hedef motifinin kismi
elektroferogram goriintiisii (altta)
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Tez projemiz hastalar1 takibi gerektiren 6zellikli bir grup oldugudan, daha dnceki tez
projelerinde g¢alisilmis hasta gruplari ile ortak olanlar bulunmaktadir. Bu nedenle
calisilan 27 hastamizda, daha 6nce BCLI11A, Xmnl (Arikan, 2016) ve SAL2
(Karaman, 2017) modifiye edici gen ve varyantlarin sonuglari ile yine gamma globin
promotor bdlge motifini tantyan TAL1 transkripsiyon faktoriiniin ekspresyon
diizeyinin (Uygug, 2021) yer aldig1 veriler Tablo 4.2’de goriilmektedir.

Tablo 4.2. Calisilan beta-talasemi majorlii 27 hastanin demografik, hematolojik ve énceden ortak

vaka olarak calisilmis olanlarin BCL11A, XMN1, SALL2 genetik varyantlar1 ve TAL1 ekspresyon
verileri

NO |KOD[¥-C |BETA TALASEMI MUTASYONU HBF [HGB|MCV|MCH - Rnw-mlsr IDCL'I.'IADT XMN1 C>T [SALL2 ¢.2236 C>G |TAL1 EKS
1 |35-E| IVS..110 (G>A)/IVS.ILL (G>A) |25,20{9,7| 80 | 251 | 31,3 | 24 |61,30|3,30| E
2 [23-E|  IVS.LL{G=A)/IVS.1.110 (G=A) 167|189 78 | 256 [ 32,7(194 (708 | 31 | H
3 |26-E| IVS.L110 (G>A)/IVS.1.110 (G>A) 3| 88 s 803|295 | E

<G 2

o
CT

--mmmﬂ————
6,30 | € |

[ H |

(25 | [ E |
31-K| IVS.L110 ([G>A)/IvS1.110 (G>A) | 47 |96 81| 269 | 33,2|166( 78,7 H 1.2
28| 28 |21-K| IVSL.110 (G>A)/IVS.ILL (G>A) 49 (88) 83| 275|33,2|146| 79 |25 | H T s 1
29| 29 | 26-E| 1V5.1110 (G>A)/IVS.1.110 (G>A) | 6,00 | 10 | 84 | 27,7 | 32,9 |174|7850[ 2,70 | E GG 13
30| 30| 28-€] IVS.L110 (G>A)IVS1.110(G=A) | 51 |81 | 85| 271 [31,9(148(795]| 29 | E cT cc cG 16

NO: Sira no, KOD: Hasta kodu, Y-C: Yas-Cinsiyet, HBF: HbF diizeyi, E:Erkek K:Kadin, HGB:
Hemoglobin, SP: Splenektomi olup-olmadigi, E (Evet): Splenektomi yapilmig, H (Hayir):
Splenektomi yapilmamis oldugunu, TAL1 EKS: TALl ekspresyon diizeyini normalin katlari
oldugunu gostermektedir. Hemoglobin (HB) igin normal deger araligi Antalya Adem Tolunay Kan
Hastaliklar1 Merkezi laboratuvarlarindaki referans araliklari; 13.6-17.2, MCV igin 80.7-95.5,
MCH:27.2-33.5, MCHC:32.7-33.5, RDW igin ise 11.6-14.6 olarak verilmektedir.NOT: Beyaz satirda
bulunan hastalar, ayn1 zamanda yapilan diger bir tez ¢alismasi (Uygug¢ 2021) ile ortak hastalar
oldugunu gostermektedir.
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5. TARTISMA

Diinyada en fazla Akdeniz lilkelerinde goriilen olan B-talasemi, ¢esitli cografik
bolgelerde farkli dagilim gostermektedir. En yiiksek tasiyici frekanst %14 ile Kibris
birinci sirada iken, onu %210,3 siklikla Sardunya ve Giineydogu Asya takip
etmektedir. Niifus gogleri ve farkli etnik gruplar arasindaki evliliklerle B-talasemi,
neredeyse diinyanin her iilkesinde goriilmektedir. Kiiresel niifusun %1,5’inin B-
talasemi tasiyicist oldugu disiiniilmektedir(Jha ve Jha, 2014). Tirkiye’de ilk
hemoglobinopati  caligmalar1 1945 yilinda Muzaffer Aksoy tarafindan
yapilmistir(Aksoy ve ark., 1958). Tirkiye’de yakin zamanda yapilan bdolgesel
caligmalarda B-talasemi sikligi  %2,1 olup, Giiney ve Doguya baglanan
bolgelerimizde sikligr %0,7 ile %13 arasinda degismektedir. Cavdar ve Arcasoy
tarafindan gergeklestirilen bir calismada, Tiirkiye’de ilk defa B-talaseminin sikligi
gosterilmistir(Cavdar ve Arcasoy, 1971). Ulkemizde bélgesel olarak yapilan
calismalardan Antalya ve gevresinde yapilan bir ¢alismada B-talasemi ile iligkili
oldugu bulunan 16 farkli mutasyon saptanmis olup, bunlardan 1VS-1-110 (G>A),
%44,4 ile en sik gorilen mutasyon olmustur (Keser ve ark., 2004). Akdeniz
Bolgesine 6zgii 2004 yilinda yapilan bir ¢caligmada 459 vakada 19 farkli mutasyon
belirlenmis olup, IVS-1-110 (G>A), en sik goriilen allel olarak bildirilmistir. Antalya
ve cevresinde yapilan mutasyon taramalarinda Hb Antalya olarak yeni bir
hemoglobin varyanti tanimlanmistir(Keser ve ark., 2001). Bilgen ve arkadaslari
tarafindan, B-globin geni mutasyonuna yonelik bir ailede yapilan taramada, yeni bir
genetik degisim (HBB: ¢.-127G>C) tespit edilmis olup, toplam dort ¢ocuga sahip
ailenin iki cocugunda HBB:c-127G>C mutasyonu tastyiciligi goriilmiisken, diger iki
cocukta ise codon 8(-AA) (HBB:c.25_26 delAA) delesyonu igin tasiyict olduklar
bildirilmistir(Bilgen ve ark., 2016a). Giizeloglu-Kayish ve arkadaslar1 tarafindan
yapilan ¢alismada, dokuz yasinda bir ¢ocuk hastanin 3-globin geni DNA dizi analizi
metoduyla incelenerek 5. ve 6. kodondaki niikleotit degisimi ile Hb Tyne ve Hb S’in
birlikte kalitildig: ilk defa bildirilmistir(Glizeloglu-Kayish ve ark., 2005). Keser ve
arkadaglar tarafindan B globin geni mutasyon taramasina yonelik yapilan bagka bir
calismada, oldukga seyrek olarak goriilen ve Tirk popiilasyoununda ilk defa
rastlanilan Hb Knossos [Cod27 (G>T)] varyanti, IVS-11-745(C>G) ile birlesik

heterozigot genotipte oldugu goriilmiistiir. Varyantin heterozigot genotipinde hafif
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siddette bir talasemi tablosu goriiliirken, homozigot kalitiminda ise orta siddete bir -
TM tablosu olusturdugu bildirilmistir(Keser ve ark., 2007). Kan gazi 6l¢timlerinde
diisiik oksijen seviyesine sahip bir siyanoz hastasindan B globin genine yonelik
yapilan molekiiler taramada genin 308. pozisyonunda A’nin C’ye doniistimii
goriilmistiir. Hb Kansas olarak da bilinen ve seyrek goriilen bu hemoglobin varyanti
Tiirkiye’de ilk defa rapor edilmistir(Keser ve ark., 2015). Ayrica, Antalya
popiilasyonunda yapilan taramalarda Hb D-Los Angeles, Hb E, Hb-G Coushatta, Hb
S, Hb Knossos, Hb Tyne ve Hb Antalya olarak yedi farkli hemoglobin varyanti
bulundugu bildirilmistir(Keser ve ark., 2010). Manguoglu ve arkadaslar1 tarafindan
yapilan ¢alismada, anne ve babasinda sirastyla IVS-11-849(A>G) ve 1VS-1-1 (G>A)
mutasyonlart mevcut olan bireyde, IVS-11-849(A>G)/IVS-1-1(G>A) genotipi B-TM
fenotipi ile ortaya ¢ikmuistir. Yine bu ¢alismada, Tiirk popiilasyonunda bu mutasyona
ilk defa rastlanildigi rapor edilmistir. Hasta bireyin kendisinden sonra dogan
kardesine yonelik yapilan prenatal tam1 sonucunda, kardesinde IVS-II-
849(A>G)/Normal heterozigot genotipi gorilmiistir(Manguoglu ve ark., 2005).
Antalya ve ¢evresinde yapilan tiim bu c¢alismalar bize, beta-talasemideki genetik ve
Klinik heterojenitenin ne kadar yiiksek oldugunu gostermekte, ayrica hem Antalya
hem Tiirkiye hem de diinyada en yaygin mutasyonun IVS-1-110 (G>A) oldugunu
ortaya koymaktadir.

Beta-talasemi major’iin fenotipik etkilerinden biri olan osteoporozun, B-TM’li
cocuklar iizerine olan etkisinin arastirildigi 37 ¢ocuk hastada, COLIA 1 geni
tizerinde SP1 transkripsiyon faktoriiniin baglanma bolgesindeki polimorfizmin
varligi ile B-TM’lii ¢ocuk hastalarda osteoporozun gelisimi arasinda pozitif iliski
bulunmus, osteoporozun engellenmesi i¢in onemli bir erken belirteg olabilecegi
gosterilmistir(Guzeloglu-Kayisli ve ark., 2008). Bu calisma bize, beta-talasemi
majorili hastalardaki her parametrenin ¢alisilmasinin ne derece dnemli oldugunu

gostermektedir.

3-TM hastalarinda asir1 demir birikimini 6nlemek i¢in kan transfiizyonunu azaltmaya
yonelik alternatif tedaviler gelistirilmistir. Kan transfiizyonuna alternatif olarak
splenektomi ameliyati, hematopoetik kok hiicre nakli ve hidroksiiire tedavisi gibi
yontemler kullanimaktadir(Cappellini ve ark., 2018). Splenektomi ameliyatlar

sonrast Hb F miktar1 artabilmektedir. Fakat tromboz ve sepsisden dolay1 saglayacagi
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yarardan ¢ok, zarar getirebilme ihtimali bulunmaktadir(Eleftheriou, 2008; Cappellini
ve ark., 2018).

Hematopoetik kok hiicre nakli B-TM’lii ¢ocuklar i¢in sag kalimi1 ve yasam kalitesini
onemli derecede arttiran bir tedavi se¢enegidir(Eleftheriou, 2008; Cappellini ve ark.,
2018; Shah ve ark., 2019). Ancak, uygun dondér olmayisi, yas problemi, tedavi
baslangicinin yiliksek maliyeti ve yliksek morbidite ve mortalite oranindan dolay1 risk

tasimaktadir (Eleftheriou, 2008; Cappellini ve ark., 2018).

Bu riski ortadan kaldirmak i¢in arastiricilar ve klinisyenler, HbF indiiksiyonu igin

ilag olarak kullanilanilan birgok farmakolojik ajan kullanmistir.

Bu ajanlardan biri Hidroksitire (HU) dir. HU, HbF indiikleyici ajan olarak a- ve B-
zincir dengesizligini azaltarak, kan transfiizyon ihtiyacin1 azaltmasi beklenen
potansiyel farmakolojik bir ajan olarak gosterilmistir(Musallam ve ark., 2013).
Ancak, HbF indiiksiyonu i¢in kullanilan kimyasallarin ciddi yan etkilerinden dolay,
HbF indiiklenmesinde rol oynayan ve yan etkisi az veya hi¢ olmayan aktivator ve
inhibitorler {izerine yapilan epigenetik ve farmakogenetik calismalar giintimiizde

daha da yogunlagmustir.

Arikan’nin 2016 yilinda yaptig1 arastirmada, resveratrol ve sodyum bitliratin K562
hiicrelerinde doza bagimli olarak hemoglobinizasyonu arttirdig1 gosterilmistir. Yine
ayni c¢alismada, her iki farmakolojik ajanin gamma globin indiiksiyonunu
yapabildikleri gosterildi. Ayrica, HbF indiiksiyonunu baskilayan BCL11A, Xmnl
polimofizmi ve KLF1 varyantlarinin bireysel olarak HbF seviyesini etkiledigini
gostermistir. Bu da bize gamma globin promotorlarmin HbF {iretimi i¢in birincil ve
onemli bir hedef bolge oldugunu, ayrica bu indiiksiyon yolaginda rol oynayan

inaktivatorlerin mutasyonu sonucu HbF’in seviyesinin arttigini1 gostermektedir.

HbF’in statiisii ile ilgili yapilan benzer ¢alismalardan biri, B-talasemi major hastasi
100 hasta iizerinden El Gawhary ve arkadaslari tarafindan yapilmistir. Calismada,
Xmnl C>T polimorfizmi tagima oran1 %4 olarak bulunmus ve polimorfizm tasiyan
hastalarda Hb F konsantrasyonu, olmayanlara gore daha yiiksek oldugu belirtilmistir.
Hastaligin klinik seyrinde yine polimorfizmin goriilmedigi diger hastalara gore daha

iyi oldugu bildirilmistir (El Gawhary ve ark., 2018). Bu da G-gamma promotor
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bolgesindeki bireysel polimorfizmlerin, tek belirleyici olmadigi ama, hasta bireyin

HbF’i tizerine etkili oldugunu ifade etmektedir.

Ugrin ve arkadaglar taratindan HBG1 promotor bolge mutasyonu {izerine yapilan bir
calismada, bulunan HBGL: @.-225 222delAGCA dort niikleotitlik delesyonun,
HBG1’in promotorunda GATA-1 i¢in bir baglanma bdlgesi olusturdugu, boylece
gamma globin gen expresyonunu baskiladigi goriilmiistiir(Ugrin ve ark., 2016).y-
globin iiretimi agisindan KLF-1 ile BCL11A birlikteliginin etkilerinin arastirildigi
calismada ise, KLF-1, Lentiviral vektorler yardimiyla verilen shRNA’larla CD34+
hiicrelerde susturulmus boylelikle BCL11A gen ekspresyonu seviyesinin azalmasina
sebep olmusg ve diisik BCL11A seviyelerinde y-globin gen ekspresyonunun arttigi
verilerine ulasilmistir(Zhou ve ark., 2010). Martyn ve arkadaslar1 tarafindan yapilan
diger bir calismada da y-globin promotor baglanma bolgesinde CRISPR/Cas9
metodu kullanilarak meydana getirilen yapay mutasyonlar sonucu, HbF’i baskilayan
iki major faktoriin, BCL11A ve ZBTB7A’nin, promotora baglanmasi engellenmis,
bu engellenme sonucu y-globin mRNA’sinda artis oldugu ve bunun da Hb F
seviyesini arttirdigi sonucuna ulasilmigtir(Martyn ve ark., 2018). Bu her iig
calismanin yontemleri farkli olsa da, ortak hedefin gamma globin promotorunun,

baskilayicilarin etkisinden kurtarmak oldugunu gérmekteyiz.

Modares ve arkadaslar tarafindan Zinc Finger Nuclease teknigi kullanilarak yapilan
calismada, dizayn edilen ZFN-Lentiviriis araciligi ile SOX6 geninin baglanma
domaininde yapay olarak olusturulan mutasyon sonucu, SOX6 proteninin y-globin
promotor bolgesine baglanmasi engellenmis, farklilasmadan 5 giin sonra RT-PCR
metoduyla yapilan ekspresyon olgiimlerinde, y-globin mRNA seviyesinin kontrol
hiicrelerine gore 6 kat daha fazla arttigi bildirilmistir (Modares Sadeghi ve ark.,
2018). Yine ayn1 bakis agisiyla Shariati ve arkadaslarinin yaptig1 aragtirmada, SOX 6
geninin baglanma domainine ait 3 farkli bolge segilerek, CRSPR/Cas9 yontemi ile
mutasyonlar yaratilmig, bunlarin hiicresel farklilasma tizerine olan etkileri Flow-
Sitometri yontemi ile belirlenmistir. Bu ¢alisma sonucunda farklilagan hiicrelerdeki
v-globin mRNA seviyelerinin normal hiicrelere oranla daha yiiksek artis gosterdigi
belirtilmistir(Shariati ve ark., 2018).Bu ¢alismalara ek olarak, Gamma promotorunda
yapay mutasyon olusturma yaklasiminda diger bir c¢alismada ise, Weinert ve
arkadaglart CRSPR/Cas9 teknolojisi kullanarak, y-globin promotor bolgesinde yapay
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olarak -175T>C mutasyonu yaratmiglar. TAL-1 ile baglantii LMD2 ve LBD-1
proteinleriyle olusan protein kompleksinin, bu mutasyon bdlgesine baglanip, -
globin ekspresyonunu reaktive ederek, Hb F miktarinda artis saglandigi gosterilmistir
(Wienert ve ark., 2015). Bu son ii¢ ¢alisma bize, beta-talasemi major hastalarinda
gamma globin promotor bolgelerinin normal dizilimde olsa bile, CRISPR/Cas9 gibi
genom diizeltme (editing) yontemleri ile yapay mutasyon yaratilarak, gamma globin
ekspresyonunu  saglayan transkripsiyon faktorlerinin buraya tutunmasinin

saglandigini ve etkili sonuglar alindigin1 gostermektedir.

HbF artisin1 saglamaya yonelik yapilan ¢aligmalar incelendiginde; fetal donemden
erigkin doneme gegiste y-globin promotor bolgesinde olusan mutasyonlarla,
dogrudan ya da dolayli olarak bazi énemli transkripsiyon faktérlerinin bu bolgeye

baglanmasi sonucu, y-globin ekspresyon seviyelerinin arttigi gériilmistiir.

Bizim projemizde ise, Hb F’si yiiksek B-talasemi majorlii 30 hasta planlanmis, ancak
27 hasta g¢alisilmis, ancak hem A-gamma hem de G-gamma promotor bolgelerinde
herhangi bir mutasyon saptanamamustir. Bu durum, HbF degerlerinin yeniden gdzden
gecirilmesini ve klinik olarak yeniden degerlendirilmesini diisiindiirse de daha ¢ok

hastada ¢alisilmasinin 6nemini de ortaya koymaktadir.

Diger yandan ¢alistigimiz hastalardan bazilari, Anabilim Dalimizda daha 6nce HbF
yiiksekligi ile iliskili farkli hedef modifiye edici gen ve varyantlarinin caligildig
hastalar oldugundan, bu yondeki verilerin, bizim sonug¢larimizla birlikte
degerlendirmesi kismen de olsa HbF yiiksekliklerine agiklik getirmektedir. Bu veriler
isinda bakildiginda, HbF  yiiksekligini artiran nedenin bir tek faktore
baglanamayacagi, iligkili genetik faktorlerin ve bireysel varyantlarin birlikte ele

alinmas1 gerektigini ortaya koymaktadir.

Bu cercevede, Tablo 4.2°de calistigimiz 27 hastanin demografik, hematolojik ve
onceden ortak vaka olarak c¢alisilmis olanlarin BCL11A, XMNI1, SALL2 genetik
varyantlari ve ¢alismamizla ortak 12 hastanin yer aldigi TAL1 ekspresyon verilerinin
bulundugu hastalar incelendiginde, HbF ytiksekligi ile iliskili dort varyant igin;
BCL11A, XMNL1, SALL2 ve TAL1 ekspresyon verileri tamamen gakisan 6 (2, 3, 16,
21, 23, 30 Kodlu) hastanin bulundugu goriilmektedir.
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Bu 6 hastanin HbF degerlerine bakildiginda, %2,6-%61,4 arasinda olup,
ortalamasinin %16,45 gibi yiiksek bir oran oldugu ortaya ¢ikmaktadir. Bu 6 hastanin
4’tinde BCL11A CT genotipinde olup, HbF’in artisindan sorumlu genotip olarak
tutulmaktadir(Arikan, 2016). Bu ortak 6 hastada XmnZ1 polimorfizminin (CC normal)
etkisi goziikmese de bu hastalarin 5’inde SALL2 geni ekzon-2’deki €.2236 C>G, p.
Gly746Arg degisiminin heterozigot genotipte bulunmasi, bunun HbF yiiksekligine

onemli katk1 sundugunu diisiinmekteyiz.

Ilave olarak, bu 5 hastanin HbF’nin yapisinda yer alan ve fetal donemde gamma
globin transkripsiyonunu saglayan kompleks i¢inde 6nemli rol oynayan, hem A-
gamma hem G-gamma promotor bdlgelerine baglanan hem de B-grubu globin
genlerinin LCR bolgesine tutunan, TALI transkripsiyon faktoriiniin ekspresyon
diizeylerine bakildiginda, 4 hastanin (2, 16, 21, 30 Kodlu) TAL1 ekspresyon
diizeyleri normal kontrollere karsi 1,6-5,2 kat arasindaki artisa sahip olduklari
goriilmektedir. Bu da bize, TAL1 ekspresyon seviyesinin artisinin, bu hastalarin

HbF’lerinin yiiksekligine dnemli katki sagladigini gostermektedir.

Calismamizda A-gamma ve G-gamma promotor bolgelerinde herhangi bir mutasyon
bulunmasa da, HbF’i artiran ve TAL1’in ilmek (loop) i¢inde diger taraftan baglanma

bolgesi olan LCR baglanma bdlgesinin ¢alisilmasini isaret etmektedir.

Caligmamizda yer alan ve gamma globin promotorlar1 dizileri normal bulunan, ancak
HbF indiiksiyon yolagindaki diger faktorlerin bireysel olarak ortaya kondugu beta-
talasemi major hastalari, yapay mutasyon olusturarak HbF’1 yiikseltmek i¢in 1yi birer
ornek olduklarimi ortaya koymaktadir. Bundan sonraki projelerimize temel

olusturacaktir.

Ayrica, ¢alismamizin sonuglarinin, TAL1 ile birlikte gamma globin transkripsiyon
ilmegi (loop) i¢inde yer alan diger faktorlerin de ¢alisilmasina zemin olusturdugunu

diistinmekteyiz.

Sonug¢ olarak, beta-talasemi major hastalarindaki HbF’nin yiiksekliginden yola
cikarak, hastalarin klinik tablolarini hafifletmek ve diizeltmek adina; HbF’yi
yiikselten her genetik ve epigenetik faktorler calisma ve aragtirmalar i¢in hedef
olmaya devam edecektir. Bizim caligmalarimizin da bu ger¢evede onemli katkilar

sunacagini diisiiniiyoruz.
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6. SONUC ve ONERILER

Calismamizda HbF’si yiiksek olan beta-talasemi majorlii 30 hastanin 27’1 galigilmas,
HbF yiiksekliginde sorumlu olan A-gamma ve G-gamma promotor bolge
mutasyonlar1 taranmis ve herhangi bir mutasyon saptanmamistir. Hasta sayimizin az
olmasma karsin, bu bulgunun HbF yiiksekligi arastirmalarinda dikkat ¢ekecegi

diisiincesindeyiz.

Calismamizin sonuglar ¢ergevesinde asagidaki onerilerin de akademik ve bilimsel

arastirmalara bakis acis1 getirmesi adina 6nemli oldugunu diisiinmekteyiz.

1-Hb F’nin yiiksek oldugu beta-talasemi major hastalarimin klinik laboratuar
verilerinin en az iki farkli zamanda yapilmasi ve degiskenlikler olup olmadiginin

belirlenmesi,
2-Bu tiir tarama temelli projelerde, standardize hasta sayisinin artirilmast,

3-Caligilan hasta sayiin az olmasina karsin, A-gamma ve G-gamma promotor bolge
mutasyonlart taranmig ve herhangi bir mutasyon saptanmamis olmasi, bu bolgeyi
hedefleyen TAL1 basta olmak iizere bir¢ok transkripsiyon faktoriiniin ¢aligilmasina

temel olmasi,

4-Calismamiz sonucu, B grubu genlerinin gelisimsel doneme bagli olarak kontroliinii

saglayan LCR bolgesinin de ¢alisilmasina isaret etmesi,

5-Caligmamizda yer alan ortak hastalarin genetik verilerinin degerlendirilmesi ile

HbF’1 yiiksek bireylerde bir panel ve kit olusturmamiza olanak saglamasi,

6-HbF yiiksekliginde birden fazla genetik ve epigenetik faktoriin rol oynayacagina
dikkat cekmesi,

7-HbF yiiksekliginde hedef olan gamma globin promotor bolgesi normal oldugunda,
bu bolgenin mutasyona ugratilmast adina, yeni genom diizenleme teknigi

CRISPR/Cas9 i¢in hedef olmasi,

8-HbF’i yiikseltmek i¢cin A-gamma ve G-gamma globin gen promotor bolgeleri i¢in

yeni nesil nanoteknoloji ila¢ diizenlenmesi i¢in hedef olmasi,
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9-Yeni projelere zemin olusturacak diisiinceler iiretmesi bakimindan c¢alismamizin

sonuglarinin katki saglayacag diisiincesindeyiz.
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EKLER

EK 1. AYDINLATILMIS ONAM FORMU

Katilimci / Gonilliiniin Protokol Numarasi:
1. Arastirmayla Ilgili Bilgiler:

a. Arastirmanin Adi:
Antalya’da 3 Talasemi Major Hastalarinda gamma globin promotor bolge
mutasyonlar1 ve Hb F iligkisinin arastirilmasi

b. Aragtirmaninicerigi:

BetaTalasemi Major Diinya capinda yaygin olarak goriilen otozomal resesif kalitilan
tek gen hastaliklarindan biridir. Beta Talasemi Major hastalarinda 3 globin zinciri
tiretimi yetersizliginden kaynakli olarak siddetli hemolitik anemi goriiliir ve hasta
olan bireyler diizenli olarak her ay kan transfiizyonuna ihtiya¢ duyarlar. Hemoglobin
F fetus ve yenidoganlarda major hemoglobin olup 2 yasindan sonra normal
cocuklarda % 2 nin altina diiser. Bazt 8 Talasemi Major hastalarinda 3 globin
zinciri hig¢ tretilmeyip Hb A bulunmamasina ragmen Hb F seviyesinin yiiksek olusu
nedeniyle diizenli kan transfiizyonu gerektirmeden yasamlarina devam
edebilmektedirler. Bu bilgiler 1s18inda arastirmamizin amaci gamma globin promotor
bolge mutasyonlarinin taranmast ve Hb F yapimu ile ilgili etkilerini aragtirarak elde
edilen bulgularin ileriye yonelik yeni tedavi protokolleri gelistirilmesine katki
saglamasi beklenmektedir.

C. Arastirmanin Amaci:

Bu projemizin amaci, gamma globin bolge mutasyonlarinin taranmasi ve Hb F
yapimu ile ilgili etkileri arastirilarak elde edilen bilgilerin ileriye yonelik yapilan
caligmlara katki sunmasidir.

d. Arastirmanin Nedeni:
() Bilimsel arastirma

(X) Tez galismasi

e. Arastirmanin Ongoériilen Siiresi: Satin alma islemleri tamamlandiktan sonra
lyil.

f. Arastirmaya Katilmasi1 Beklenen Katihmc1/GéniilliiSayisi: 60 olgu
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g. Arastirmada Izlenecek Deneysel islemler:
-Orneklerden DNA izolasyonu

-Arastirilacak genlere 6zgiil tasarlanan primerlerle ilgili genlerin amplifikasyonu
(PZR yo6ntemi ile)

-Amplifiye edilen bolgelerin DNA dizi analizi

2. Goniilliiniin/Katihmeinin Uygulama Sirasinda Karsilasabilecegi Riskler ve
Rahatsizhiklar :

Yukarida agiklanan arastirma sirasinda uygulanacak olan islemlerin bana agagida
belirtilen riskleri ve rahatsizliklar1 getirebileceginin bilincindeyim:

Diger kan alma islemlerinde oldugu gibi kan alinan yerde kizarma, sisme ve agri
olusabilir. Bunun diginda girisimsel bir islem yapilmayacagi i¢in herhangi bir risk
veya zarar yoktur.

3. Goniilliiler/Katihmeilar I¢in Arastirmadan BeklenenYarar:

Beta talasemi major hastalarindaki gamma globin promotor bdlge mutasyonlarinin
belirlenmesi ile Hb F seviyelerinin iligkisinin belirlenmesi ileriye yonelik yeni tedavi
yaklagimlariin gelistirilmesine katki saglayacaktir.

4. Arastirma Konusundaki Sorularin Cevaplandirilmasi:

Arastirmanin yiiriitiilmesi sirasinda olas1 yan etkiler, riskler ve zararlar ile haklarim
konusunda bilgi almak i¢in asagida belirtilen kisiyle baglanti kurmam yeterli
olacaktir.

Adi- Soyadi: Prof.Dr.ibrahim KESER
Adi- Soyadi: Ars. Gér.Murat BILLOR

5. Zararlarm Karsilanmasi:

Bu caligmaya katildigim i¢in zarar gorecek olursam, gerekli olan tibbi bakimin
sorumlu aragtirmaci tarafindan yerine getirilecegi, uygulanan igleme bagli olarak
gelisebilecek her tiir hasara (sakatlanma ve 6liim dahil) kars1 giivencede oldugum,
masraflarimin .................. tarafindan karsilanacagi bana bildirildi.

48



6. ArastirmaGiderleri:

Arastirma kapsamindaki biitiin islemler i¢in benden ya da bagli bulundugum sosyal
giivenlik kurulusundan higbir ticret istenmeyecektir.

7. Goniilliiliik, Calismay1 Reddetme ve CalismadanCekilme Hakki,
CahsmadanCikarilma:

a. Arastirmaya higbir baski ve zorlama altinda olmaksizin goniillii olarak
katiliyorum.

b. Aragtirmaya katilmay1 reddetme hakkina sahip oldugum bana bildirildi.

c. Sorumlu arastirmactya haber vermek kaydiyla, higbir gerekce gdstermeksizin
istedigim anda bu ¢alismadan ¢ekilebilecegimin bilincindeyim.

8. Calismanin yiiriitiiciisii olan arastirmacit ya da destekleyen kurulus, c¢alisma
programinin gereklerini yerine getirmedeki ihmalim nedeniyle ya da arastirma
prosediiriine bagli olarak onayimi almadan beni ¢alisma kapsamindan ¢ikarabilir.

9. Gizlilik:

Calismanin sonuglar1 bilimsel toplantilar ya da yayinlarda sunulabilir. Ancak ,bu tiir
durumlarda kimligim kesin olarak gizli tutulacaktir.

10. Calismaya Katilma Onayi:

Yukarida yer alan ve aragtirmadan once goniilliiye / katilimciya verilmesi gereken
bilgileri gosteren Aydinlatilmis Onam Formu adli metni kendi anadilimde okudum
ya da bana okunmasini sagladim. Bu bilgilerin igerigi ve anlami, yazili ve sozlii
olarak aciklandi. Aklima gelen biitiin sorular1 sorma olanag: tanindi ve sorularima
doyurucu cevaplar aldim. Calismaya katilmadigim ya da katildiktan sonra ¢ekildigim
durumda, higbir yasal hakkimdan vazge¢mis olmayacagim. Bu kosullarla, soz
konusu aragtirmaya higbir baski ve zorlama olmaksizin goniillii olarak katilmay1
kabulediyorum.

Bu metnin imzal1 bir kopyasini aldim.
Gondilliiniin / katilimeinin Adi- Soyadr:
Yas ve Cinsiyeti:

Imzas::

Adresi (varsa telefon ve/veya fax numarasi):
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Tarih:

Velayet ya da vesayet altinda bulunanlar i¢in;
Veli ya da Vasinin Adi- Soyadi:

Imzast:

Adresi (varsa telefon ve/veya fax numarasi):

Aciklamalar1 Yapan Arastirmacinin Adi- Soyadi: Prof. Dr. Ibrahim KESER
Imzast:

Tarih:

Adi-Soyadi: Ars. Gér. Murat BILLOR

Imzast:

Tarih:

Onam alma iglemine basindan sonuna kadar taniklik eden kurulus gorevlisinin Adi-
Soyad:

Prof. Dr. Erdal KURTOGLU
Imzasi:
Gorevi:

Tarih:
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