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Onsoz
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Ozet

Paroksismal Noktiirnal Hemoglobiniiri Hastahginda Potansiyel Genetik

Mekanizmalarin Arastirilmasi

PNH (Paroksismal Nokttrnal Hemoglobinuri), ultra nadir olan bir hematolojik kok hiicre
hastaligidir. PNH, klasik vakalarda intravaskiler ya da ekstravaskiler hemoliz ile karakterize,
hemolitik bozuklugun nadir gorilen bir formudur. Kompleman duzenleyicileri olan CD55 ve
CD59 eksikligi nedeniyle kompleman hasarina kars1 korunmasiz kalan eritrositlerde membran
hasarlanmas1 sonucu intravaskiiler hemoliz ortaya c¢ikmaktadwr. PNH, kirmizi kan
hicrelerindeki GPI (glikofosfatidil inositol) proteininin eksikligine bagli olarak ortaya ¢ikan ve

eritrositlerin hemolizi ile sonuglanan hematolojik bir nadir hastalik tiirtidiir.

PNH tanisi i¢in kullanilan laboratuvar testleri arasinda, hemoliz ile ilgili laboratuvar bulgularini
iceren Hemogram, Periferik Kan Yaymasi, Mutlak Retikiilosit Sayisi, LDH, Haptoglobin ve
Coombs testleri bulunmaktadir. Ayrica, PNH tanisi i¢in Altin Standart kabul edilen Yiiksek
Duyarlikli Akim Sitometri yontemi (FLAER) ile periferik kan O6rnegindeki GPI ¢ipa
proteinlerinin eksikligi gosterilerek kandaki PNH klon sayilar1 analiz edilmekte ve ek olarak

yapilan kemik iligi incelemesi ile hastaligin teshisi konulmaktadir.

Birgok hastaligin ortaya ¢ikmasinda ve hastaligin seyrinde altta yatan bazi molekiler
mekanizmalar mevcuttur. Ozellikle hematolojik hastaliklarda genetik belirtecler dnem arz
etmektedir. PNH hastaligi i¢in de saptanabilecek gen veya genlerin ekspresyon seviyelerinin

hastalikla iliskisi olabilecegi diistiniilmektedir.

Bu nedenle literatiir arastiriliginda 6nceden yapilan ¢aligmalardan elde edilen veriler sonucunda
hastalarda bazi genlerde ortak mutasyonlar saptanmistir fakat bu genlerin ekspresyon seviyeleri
incelenmemistir. Bu ¢alismada PNH hastaliginin daha iyi anlasilmasi, altta yatan molekiiler
mekanizmalarin ve bu gruptaki hastalarin ortak genlerin ekspresyonunu bulundurup
bulundurmamasina gore birbirinden ayrilmas: amaglanmaktadir. Ama¢ dogrultusunda
DNMT3A, ASXL1, TET2, EZH2, RUNX1, IDH1, PIGA, PHF6, U2AF1, ATM genlerinin ve
kontrol olarak GAPDH geninin ekspresyon seviyelerinin PNH hastaligini klinikte daha rahat
ayirt etmek, buna 6zgii tanida biyobelirte¢ olarak ortaya koymak ve hedeflenen genlerin

ekspresyon seviyelerinin PNH ile iliskilisini arastirmak amaglanmaktadir.

Gen ekspresyon diizeylerinin arastirilip incelenebilmesi i¢in Kantitatif Ger¢cek Zamanli

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Quantitative Real Time Polymerase Chain Reaction - qRT-PCR)
Il



analizi hasta gruplarindan ve kontrol grubundan elde edilen mMRNA Ornekleri (zerinde
gerceklestirilmistir. PCR analizi gergeklestirilirken ilgili hedef genler bir housekeeping gen

olan GAPDH genine gore kiyaslanmis ve hedef genlerin ekspresyon seviyeleri analiz edilmistir.

DNA metilasyonu ile iliskili DNMT3A geninde 1,04 katlik bir ekspresyon artisi, ASXLI1
geninde 15,30 katlik bir ekspresyon artisi, TET2 geninde 1,57 katlik bir ekspresyon artisi, IDH1
geninde 0,86 katlik bir ekpresyon azalisi, EZH2 geninde 1,87 katlik bir ekspresyon artisi,
hastalikla iligkili olan PIGA geninde 0,15 katlik bir ekspresyon azalisi, transkripsiyon ile iligkili
RUNXI1 geninde 3,58 katlik bir ekspresyon artisi, PHF6 geninde 2,38 katlik bir ekspresyon
artist, DNA tamiri ile iliskili ATM geninde 3,43 katlik bir ekspresyon artisi, RNA splice ile
iligkili U2AF1 geninde 3,94 katlik bir ekspresyon artis1 tespit edilmistir.

Bu sonuclara gore metilasyonla iligkili genlerin ¢ogunda ekspresyon artis1 gézlemlenmis ve
ozellikle ASXL1 genindeki ekspresyon artis1 bu genin hastaligin tan1 ve tedavisinde 6nemli bir

rol oynacagini diisiindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler; Paroksismal Noktirnal Hemoglobindri; kantitatif RT-PCR; gen

ekspresyonu



Abstract

Investigation of Potential Genetic Mechanisms in Paroxysmal Nocturnal

Hemoglobinuria

PNH (Paroxysmal Nocturnal Hemoglobinuria) is an ultra-rare hematologic stem cell disease.
PNH is a rare form of acquired hemolytic disorder characterized by episodes of intravascular
hemolysis and hemoglobinuria in classic cases. Intravascular hemolysis occurs as a result of
membrane damage in erythrocytes that are vulnerable to complement damage due to deficiency
of the complement regulators CD55 and CD59. PNH is a rare hematologic disorder that results
in hemolysis of erythrocytes due to deficiency of GPI (glycophosphatidyl inositol) protein in
red blood cells.

Laboratory tests used for the diagnosis of PNH include Hemogram, Peripheral Blood Smear,
Absolute Reticulocyte Count, LDH, Haptoglobin and Coombs tests, which include laboratory
findings related to hemolysis. In addition, the High Sensitivity Flow Cytometry method
(FLAER), which is considered the Gold Standard for the diagnosis of PNH, analyzes the
number of PNH clones in the blood by showing the deficiency of GPI anchor proteins in the
peripheral blood sample and diagnoses the disease with an additional bone marrow

examination.

There are some molecular mechanisms underlying the emergence and course of many diseases.
Genetic markers are especially important in hematologic diseases. It is thought that the
expression levels of the gene or genes that can be detected for PNH disease may be associated

with the disease.

Therefore, as a result of the data obtained from previous studies in the literature, common
mutations in some genes have been detected in patients, but the expression levels of these genes
have not been examined. The aim of this study is to better understand the underlying molecular
mechanisms of PNH disease and to differentiate patients in this group according to the
expression of common genes. In line with this aim, the expression levels of DNMT3A, ASXL1,
TET2, EZH2, RUNX1, IDH1, PIGA, PHF6, U2AF1, ATM genes and GAPDH gene as a
control are aimed to differentiate PNH disease more easily in the clinic, to reveal it as a
biomarker in specific diagnosis and to investigate the association of expression levels of

targeted genes with PNH.



In order to investigate and analyze gene expression levels, Quantitative Real Time Polymerase
Chain Reaction (QRT-PCR) analysis was performed on mRNA samples obtained from the
patient and control groups. During PCR analysis, the relevant target genes were compared to
the GAPDH gene, a housekeeping gene, and the expression levels of the target genes were

analyzed.

DNA methylation-related DNMT3A gene showed 1.04-fold overexpression, ASXL1 gene
showed 15.30-fold overexpression, TET2 gene showed 1.57-fold overexpression, IDH1 gene
showed 0.86-fold expression decrease and EZH2 gene showed 1.87-fold overexpression. 0.15-
fold expression decrease in the disease-related PIGA gene, 3.58 overexpression in the
transcription-related RUNX1 gene, 2.38 overexpression in the PHF6 gene, 3.43 overexpression
in the DNA repair-related ATM gene, and 3.94 overexpression in the RNA splice-related
U2AF1 gene were detected.

According to these results, overexpression was observed in most of the methylation-related
genes and especially the overexpression in ASXL1 gene suggests that this gene will play an

important role in the diagnosis and treatment of the disease.

Keywords; Paroxysmal Nocturnal Hemoglobinuria; quantitative RT-PCR; gene expression
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1. Giris

1.1. Arastirmanin Problemi

PNH hastalig1 ultra nadir goriilen bir hastaliktir. Hastaligin prevalansi 1-9/100.000, insidansi
ise 1-10/1.000.000 olarak belirtilmektedir. Bu veriler dogrultusunda hastalikla ilgili yapilan en
ufak bir arastirmadan elde edilecek veriler 6nem arz etmektedir, 6zellikle de genetik ¢aligmalar
cok onem arz etmektedir. Literatiir arastirildiginda hastaligin tanisinda ve tedavisinde aktif
olarak kullanilan bir genetik teste rastlanmamaistir. Bu nedenle yapilacak olan calismadan elde
edilecek verilere gore hastalarin kullanmis oldugu farklhi ila¢ dozlarindan, hastalara

uygulanabilecek kombine ilag tedavisine kadar bir¢ok soruyu yanitlamak gerekmektedir.
1.2. Arastirmanin Sorusu

Cogu hematolojik malignitelerde iliskili olan bu genlerin ekspresyon seviyelerindeki

farkliliklar kisiye 6zgii tedavi metoduna ya da kombine ilag tedavisine katki saglayabilir.
1.3. Arastirmanin Hipotezleri

PNH nadir hastaligmin molekiiler patogenezinde rol oynamasi muhtemel bazi genomik
diizenlemelerden sorumlu genlerin ekspresyon seviyelerinin tanida 0Ozgiin belirtegler
olabilecegi goriistinden yola ¢ikilmis ve klinige uyarlanabilirligi, hastaliklarn teshisine ve/veya

tedavilerine olasi katkilari anlasilabilmesi arastirmanin hipotezini olugturmaktadir.
1.4. Arastirmanin Varsayimlari

Ozellikle epigenetik regilator genlerinden metilasyonla iliskili olanlarin ekspresyon
seviyesindeki artiglar hastaligin seyrinin ve tedavisinin belirlenmesinde 6nemli rol

oynamaktadir.
1.5. Arastirmanin Simirhliklar:

PNH hastalig1 ultra nadir bir hastalik oldugunda 6tiirii olgu bulmak diger hastaliklara gore ¢ok
daha zordur. Bununla birlikte kemik iligi transplantasyonu olmus hastalarin 6rneklerinden
calisilacak veriler heterojenik olacagindan ve dogru veriyi yansitmayacagindan dolay1
calismadan bazi olgular ¢ikarilmistir. Bu da oldukg¢a zor bulunan ve ¢ok kiymetli olan verilerin

azalmasma neden olmustur.



1.6. Arastirmanin Amaci

Bu ¢alismanin amaci, hematolojik malignitelerin ¢ogunda mutasyonlar bulunmus epigenetik
regiilasyonla iligkili metile edici genlerin ve diger olaylardan (RNA splice, DNA tamir,
transkripsiyon faktori) sorumlu genlerin PNH hastalarindaki ekspresyonda diizeylerinin analiz

edilmesidir.



2. Genel Bilgiler

2.1. Hematolojik Maligniteler

Hematolojik maligniteler olarak adlandirilan hastaliklar kan ile iliskili, kemik iligi ve lenfatik
sistem kanserleridir. Bu tur kanserler, kan hicrelerinin anormal, kontrolsiiz sekilde biiytimesi
ve ¢ogalmasi sonucu ortaya g¢ikar. Kan hiicreleri, kemik iliginde firetildiginden dolay1 bu
hiicrelerin normal isleyisinin ve yapismin bozulmasi, viicudun cesitli bolgelerinde ciddi ve

olimcil saglik sorunlarina yol agabilir.

Baslica hematolojik maligniteleri su sekilde siniflandirabiliriz:
Losemiler

e Akut Lenfoblastik Losemi (ALL)

e Akut Miyeloid Losemi (AML)

e Kronik Lenfositik Losemi (KLL)

e Kronik Miyeloid Lésemi (KML)

Lenfomalar
e Hodgkin Lenfoma (HL)
e Non-Hodgkin Lenfoma (NHL)

Plazma Hiicre Bozukluklar
e Multipl Miyelom (MM)

e Plazmasitoma

Miyeloproliferatif Neoplaziler
e Polisitemi Vera (PV)
o Esansiyel Trombositemi (ET)
e Primer Miyelofibroz (PMF)
e Kronik Eozinofilik Losemi (CEL)

Miyelodisplastik Sendromlar (MDS)
o Refrakter Anemi

o Refrakter Anemi ile Ring Sideroblastlar1
o Refrakter Anemi ile Asir1 Blastlar



e Kronik Miyelomonositik Losemi (KMML)
Diger Nadir Hematolojik Hastalhiklar

e Paroksismal Nokttirnal Hemoglobintri (PNH)
e Aplastik Anemi

e Fanconi Anemisi

e Diamond-Blackfan Anemisi (DBA)

o Herediter Sferositoz

e Trombotik Trombositopenik Purpura (TTP)

e Eozinofilik Losemi

e Kronik Graniilamatoz Hastalig1 (CGD)

e Waldenstrom Makroglobulinemi

e Mastositik Losemi

Her bir baslik, belirli tiirdeki kan hiicrelerinin anormal biiylimesi ve c¢ogalmasi ile
karakterizedir. Bu durumlar genellikle kemik iligi, lenf diigiimleri ve dolasimdaki kan
hiicrelerini etkiler. Tedavi segcenekleri ve prognoz, spesifik hastaliga ve hastanin genel saglik

durumuna bagli olarak degisir.

2.2. Paroksismal Nokttirnal Hemoglobiniri (PNH) hastahig tanim

Paroksismal nokttrnal hemoglobiniri (PNH), hematopoetik kdk hiicrelerin nadir gorlen,
edinsel bir klonal bozuklugudur. Esas olarak X kromozomu iizerindeki fosfatidilinositol glikan
capa biyosentez smif A (PIGA) genindeki mutasyonlardan kaynaklanir ve glikozil
fosfatidilinositol baglantili proteinlerin (GPI-AP'ler) kismen veya tamamen eksikligine yol

acar. (Li, J. vd., 2020).
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Sekil 1. PNH hastalarinda PIGA mutasyon lokasyonlar1 ve tipleri (Shen, W.vd.. 2014.)

Bu tiir mutasyonlar, birgok farkli hiicresel membran proteini i¢in bir ¢apa molekiilii olan
glikozil fosfatidil inositol (GPI) iiretiminin bozulmasiyla sonuglanir. Bunlar arasinda dogal
kompleman inhibitorleri olan ve PNH hiicrelerinin membraninda kaybolan CD55 (bozunmay1
hizlandiric1 faktor, DAF olarak da adlandirilir) ve CD59 (reaktif lizisin membran inhibitor,
MIRL) bulunur. Bunlarin yoklugu suboptimal kompleman inhibisyonuna ve kirmizi kan

hiicrelerinin (RBC'ler) kompleman aracili hemolizine yol agar. (Fattizzo, B. vd., 2021).
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Sekil 2. PNH'nin molekdiler temeli. (Parker, C. J. 2016).



Iki 6zellik paroksismal nokturnal hemoglobiniiriyi (PNH) diger tiim hemolitik anemilerden
ayirir. Birincisi ve en dnemlisi, PNH'nin patobiyolojisinin altinda yatan anormallik eritrositle
smirli degildir. PNH daha ziyade hematopoetik kok hiicrenin bir hastaligidir. ikinci olarak,
PNH diger tiim intrinsik kirmiz1 hiicre anormalliklerinden farklidir ¢iinkii kusurlu siire¢ kalitsal

olmaktan ziyade edinseldir. (_ Parker, C. J. 2016)

2.3. PNH insidansi1 ve prevelansi

PNH insidans1 milyonda her birey basina 1-1,5 vaka oldugu tahmin edilmektedir, ancak bazi
belirli spesifik bolgelerde daha yiiksek olabilir. (Socie G. vd., 2016). (Yu, F., Du, Y., & Han,
B. 2016.) Hastalik 6zellikle Asya iilkelerinde (6rnegin Japonya, Kore ve Cin) diger bati
iilkelerine (Amerika Birlesik Devletleri, ispanya ve Birlesik Krallik) gore kiyaslandiginda daha
sik goriilmektedir. (Socie G. vd., 2016). (Munoz-Linares C. vd., 2014). Uluslararasi PNH Kayit
Merkezi, bu hastaligin dogal seyri hakkinda daha kapsamli ve daha fazla veri toplamak igin
2003 yilinda kurulmustur ve bu merkez bazi epidemiyoloji verileri saglamaktadir. (Socie G.
vd., 2016). Klinik PNH tanis1 (uygulanabilir herhangi bir tan1 yontemiyle) veya tiim kan
hiicrelerinin >%0,01'inde PNH'den etkilenmis kan hiicrelerinin (yani bir PNH klonu)
saptanabilir bir fraksiyonu olan her yastaki hastalar dahil edilmeye uygundur. 30 Haziran 2012
itibariyle 25 tilkedeki 273 merkezden 1.610 hasta kayithidir; bu hastalarin %92,5't Avrupa ve
Kuzey Amerika'dandir ve %87,5'1 beyaz etnik kokenlidir. Bu dagilimi tam olarak agiklayacak
ve ¢Ozumleyecek kesin biyolojik veriler mevcut degildir (Hill, A., vd., 2017). Geri kalan
hastalar Asya veya Pasifik Adas1 kdkenli (%5), Afrika kokenli (%3,5), yerli/Aborjin kdkenli
(%0,2) veya diger ya da bilinmeyen etnik kokenli (%3,9) idi. (Schrezenmeier H., vd., (2014).
En belirgin sekilde temsil edilen yas araligi 30-59'dur.

PNH cocuklarda ¢ocuklarda nadir olarak gortilmektedir, gencglik yillarinda daha ¢ok ortaya
¢ikma egilimindedir. (Ware RE, vd., 1991).(van den Heuvel-Eibrink MM, vd., 2005).
Uluslararas1 PNH Kayit Merkezi'nden elde edilen verilerin siirlamasinin endenlerindend biri
de, PNH ile ilgili ¢aligma bilgilerinin tiim iilkelerden elde edilememesidir. Ayrica, kayit
>9%0,01 PNH grantilositleri olan hastalarin dahil edilmesine izin verdigi i¢in Uluslararasi PNH
Kayit Merkezi'ne kayitl birgok hastanin birincil tanisi aplastik anemidir. (Mukhina GL, vd.,
2001). (Sugimori C., vd., 2006).



2.4. PNH mortalitesi

PNH'li hastalarin ortanca sagkalimi 1990'larda yaklasik 10 yil iken (Hillmen P, vd.,
1995).(Socie G., vd., 1996). 2000'lerin basinda >20 yila ¢ikmustir. (de Latour RP., vd., 2008)
Eculizumab tedavisinin kullanilmaya baglanmasindan bu yana PNH hastalar1 nispeten normal
bir yasam siirebilmektedir (Kelly RJ., vd., 2011) ve eculizumab alan hemolitik PNH hastalari,
aplastik anemi gibi daha derin bir kemik 1ligi yetmezligi bileseni olan hastalardan daha 1yi bir
prognoza sahiptir. Bu farkliigm nedeninin, eculizumab moonoklonal antikarunun kemik
iliginde altta yatan tiretim eksikligini tedavi etmemesidir. Uluslararas1 PNH Kayit Merkezine
kayittan bu yana 6len 122 hasta i¢in en sik 6liim nedeni (%11,7) PNH ve aplastik anemi tani
kriterlerini karsilayan hastalarda kemik iligi yetmezligidir. Kayitlardan elde edilen veriler
kullanilarak yapilan tahminler, PNH hastalarinin yaklasik %75'inin eculizumab ile tedavi

edildigini gostermektedir. (Socie G., vd., 2016)
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Sekil 3. Paroksismal nokturnal hemoglobindrinin (PNH) heterojen klinik 6zellikleri.
(Fattizzo, B., vd., 2021)



2.5. PNH Teshisi

PNH siiphesi varsa (0rnegin hasta hemoglobiniiri ile bagvurursa) istenmesi gereken laboratuvar
testleri arasinda diferansiyelli tam kan saymmi, retikiilosit sayimi, periferik kan yaymasi ve
laktat dehidrogenaz tahlili yer alir. (Hill, A., vd., 2017) PNH' nin klinik tanisinda, kan
hicrelerinin en az iki veya daha fazla soyunda meydana gelen GPI baglantili proteinlerin
yoklugunu ve/veya bu proteinlerin ciddi eksikligini belirlemek igin periferik kan Ornekleri
Uzerinde akis sitometrisi ile dogrulanmalidir. (Hall SE & Rosse WF 1996). (Brodsky RA 2009).
GPI baglantili proteinlerin tespiti, hiicreler monoklonal antikorlarla (6rnegin anti-CD55 veya
anti-CD59) veya GPI ¢ipasinin glikan kismina baglanabilen 6zel floresan etiketli proaerolizin
(FLAER) (Brodsky RA., vd., (2000) olarak bilinen bir reaktifle etiketi saglandiktan sonra tespit
edilebilir. FLAER testi en iyi cekirdekli hiicreler lzerinde kullanilir; bu boya kirmizi kan
hlcrelerini boyayamaz, ¢ilinkii kirmizi kan hiicreleri aerolizine baglanan ve bu baglanma
sonucunda tahlile de mudahale eden bir protein olan yiksek glikoforin eksprese eder. FLAER
ve ¢esitli monoklonal antikorlarm bir kombinasyonunu kullanarak GPI baglantili protein
eksikligi olan kan hiicrelerini tespit etmek i¢in konsensiis kilavuzlar1 yayinlanmistir (Borowitz
MJ., vd., (2010). Baz1 saglikli kontrollerde ve miyelodisplastik sendromlu hastalarda az sayida
PNH graniilositleri (<%0,01) veya kirmizi kan hiicreleri mevcuttur. Bu gerceklesen PIGA
mutasyonlar1 genellikle hematolojik kok hiicrelerde gergeklesmesinden ziyade koloni olusturan
hicrelerden kaynaklanmaktadir. (Hu R., vd., 2005). (Pu JJ., vd., 2012).

GPI-AP eksikligi kemik iliginden alinan hematopoetik kok hiicrelerde gosterilebilse de,
herhangi bir ek tanisal avantaji yoktur ve onerilmemektedir (Madkaikar, M., vd., 2009).
Karyotipik anormallikler hastalarn %25'ine kadarinda mevcut olabilir. (Matsui WH, vd.,
2006).

2.6. PNH simiflandirmasi

PNH, Coombs-negatif hemolitik anemi, pansitopeni, ag¢iklanamayan karmn agrisi,
hemoglobinuri (idrarda yiksek diizeyde hemoglobin bulunmasi nedeniyle koyu ¢aydan siyaha
ve kiraz kirmizisina kadar degisen renkte idrar ¢ikarma) ve tromboz gibi ¢esitli klinik tablolara
sahiptir. PNH de novo olarak ortaya cikabilir veya edinilmis aplastik anemiden gelisebilir.

Evrensel olarak kabul edilmis bir siiflandirma semasi mevcut degildir (Hill, A., vd., 2017).



Uluslararas1 PNH Ilgi Grubu PNH'yi ii¢ kategoride siniflandirmaktadir: klasik PNH (hastalarda
hemoliz veya trombozun klinik belirtileri vardir); diger primer kemik iligi bozukluklar1
(aplastik anemi veya miyelodisplastik sendromlar gibi) baglaminda PNH; ve hastalarda diisiik
oranlarda PNH klonlarmnin bulundugu ancak hemoliz veya trombozun klinik veya laboratuvar
kanitlarinin bulunmadig: subklinik PNH (Parker C., vd., 2005). Hemolitik PNH hastalarinda
fizyolojiye yakin notrofil ve trombosit sayilari, iist fizyolojik smirm iki katindan fazla laktat
dehidrogenaz seviyeleri (intravaskiiler hemolize isaret eder), normoseliiler kemik iligi, artmis
retikiilosit (olgunlasmamis kirmizi kan hiicresi) sayis1 ve nispeten blylk bir PNH grantlosit
popiilasyonu (genellikle >%50) olma egilimindedir. Aplastik anemi-PNH hastalari, siddetli
pansitopeni, hiposeliiler kemik iligi, nispeten diisiik retikiilosit sayis1 ve daha diisiik bir PNH
granilosit yuzdesi ile karakterizedir. Akis sitometrisi ile belirlenen PNH klonu bulunan ve her
iki kategorinin kriterlerine uymayan hastalar, orta PNH olarak tanimlanmistir. Bu siiflandirma
sistemlerinin her ikisinin de smirlamalar1 vardir ve zamanla bir hastanin siniflandirmasi
degisebilir. Ornegin, aplastik anemi-PNH hastalari, PNH klonlarmin genislemesiyle birlikte
hematopoezde iyilesme yasayabilir ve daha sonra hemolitik PNH kriterlerini karsilayabilir.
Daha az yaygin olarak ise hemolitik olan PNH hastalarinda aplastik anemi-PNH gelisebilme

thtimali vardir.

2.7. PNH tedavisi

Eculizumab C5'e baglanindiktan sonra C5 konvertaz tarafindan boliinmeyi onler ve bunun
sonucu olarak terminal kompleman aktivitesini inhibe eder. (Rother RP, vd., 2007). (Hill A.,
vd., 2005). (Brodsky RA., vd., 2008). Boylece, eculizumab PNH hastalarinda CD59 eksikligini
telafi etmektedir. 2014 yil1 itibariyle, PNH endikasyonu igin eculizumab 14 y1l boyunca diinya
capmda >1.000 hastaya giivenle uygulanmistir. (Socie G., vd., 2016).
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Sekil 4. Paroksismal nokturnal hemoglobindride intravaskdiler ve ekstravaskiiler hemoliz.

a) Normal kirmizi kan hiicreleri (RBC) aktive olmus komplemandan korunur. b) Bunun
aksine, CD55 ve CD59 eksikligi olan paroksismal nokturnal hemoglobiniiri (PNH)
RBC'leri intravaskiiler hemolize neden olan kompleman aktivasyonuna karsi olduk¢a

hassastir. ¢) Eculizumab tedavisi ile CD59 eksikligi telafi edilir.

Tedavi intravaskiler hemolizin ¢ozilmesine, (Hill A., vd., 2005). (Hillmen P., vd., 2004)
tromboz oranmin azalmasina, (Hillmen P., vd., 2007) bébrek fonksiyonlarinin iyilesmesine
veya stabilize olmasina, (Hillmen P., vd., 2010) pulmoner basinglarda iyilesmeye,( Hill A., vd.,
2010) (Hill A., vd., 2012) basaril1 gebelik sonuglarma (Kelly RJ., vd., 2015) ve sagkalimda
iyilesmeye yol agabilir.( Socie G., vd., 1996)._Terminal kompleman blokajmmin en ciddi riski
hayat tehdit eden neisserial enfeksiyonlardir (yilda ~%0,5 veya 10 yil sonra %S5 insidans). Bu
nedenle, eculizumab tedavisi goren tiim hastalar icin meningokokal tetravalan polisakkarit asisi
ile Neisseria meningitidis'e karsi asilanma saglanmalidir. Bununla birlikte, terminal
kompleman eksikligi olan hastalarda asilama enfeksiyon riskini azaltir ancak ortadan
kaldirmaz. (Fijen CA., vd., 1998). (Platonov AE, vd., 2003). Asilama ile daha fazla kompleman
aktivasyonu riski vardir. Bu nedenle, tromboz veya akut bobrek yetmezligi gelisme riskini
azaltmak klinik oncelik arz ettiginden, meningokok asilamasinin baslangigtaki eculizumab
tedavisini takip etmesi gerektigi goriis yer almaktadir ancak bu protokol klinik ¢aligmalarda

dogrulanmamastir.
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PNH igin yeni nesil kompleman inhibitdrleri

Eculizumab ile ravulizumab intravaskiiler hemolizi ve PNH'nin dogal seyrinde trombozu dnler
ancak ilaclarla ilgili iyilestirme igin hala yer vardir. C5 inhibitorleri kullanan PNH'li hastalarin
%350'sinden fazlasinda PNH'ye bagl hafif ila orta siddette semptomlar goriiliir ve %20'ye varan

oranlarda hala ara sira transflizyon yapilmasi gerekir.
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Sekil 5. Komplementer kaskad inhibitorleri (Hill, A., vd., 2017).

Devam eden aneminin en yaygin nedeni ekstravaskiiler hemolizdir. PNH tedavisi i¢in yeni
kompleman inhibitdrleri gelistirilmektedir ve oniimiizdeki bir veya iki yil iginde birkag tanesi
FDA onayli hale gelebilir. Pegcetacoplan, haftada iki kez deri altindan uygulanan ve hem
intravaskiiler hem de ekstravaskiiler hemolizi engelleyebilen bir C3 inhibitoriidiir. ilag, faz 3
klinik bir ¢alismada eculizumab ile kafa kafaya karsilastirilmaktadir. Danicopan, kompleman
faktor D'yi inhibe ederek alternatif kompleman yolunu bloke eden bir baska umut verici ilagtir.
Danicopan agizdan uygulanir, hemoglobin seviyelerini yiikseltir ve eculizumab kullanan
transflizyona bagimli PNH hastalarinda kan transfiizyonu ihtiyacini ortadan kaldirir. (Brodsky,
R. A. 2021)
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3. Gereg ve Yontem
3.1. Arastirmanin Yeri ve Zamani

Ilgili calisma Haziran 2023 - Haziran 2024 tarih araliginda Ege Universitesi Tibbi Biyoloji

Anabilim Dali, Molekiiler Biyoloji laboratuvari ve PCR laboratuvarinda gercgeklestirilmistir.

3.2. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi

Ege Universitesi T1p Fakiiltesi, Hematoloji Bilim Dali Poliklinigi’ ne basvuran hastalardan tani
almig 21 PNH hastasi ve kontrol grubu olarak genel dahiliye poliklinigine bagvuran ve rutin
kontrolleri neticesinde herhangi bir hastalik saptanmayan 10 saglikli goniillii aragtirmanin
orneklemini olusturmaktadir. Tan1 almis hastalar icerisinde kemik iligi transplantasyonu olan

hastalar dislanmustir.

3.3. Arastirmanin Degiskenleri

18 yas ve Ustii kadin/erkek Paroksismal Noktiirnal Hemoglobintiri hastalig1 olgusu arastirmanin
bagimsiz degiskenini olustururken, Calisma sonucunda elde edilecek DNMT3A, ASXL1,
TET2, EZH2, RUNX1, IDH1, PIGA, PHF6, U2AF1, ATM, GAPDH genlerinin ekspresyon

seviyeleri ise aragtirmanimn bagimli degiskenlerini olusturmaktadir.

3.4. Arastirma Etigi

Bu calismanm etik kurul izni Ege Universitesi Tibbi Arastirmalar Etik Kurulu (TAEK)
tarafindan 23-4T/60 nolu onay karari ile onaylanmustir. Etik kurul belgesinde yer alan

bilgilendirilmis olur formuna uygun olarak olgular toplanmstir.

3.5. Veri Toplama Ydéntemleri

Bu galismada, Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Hematoloji Bilim Dali Poliklinigi’ne bagvuran ve
PNH tanist almig 18 yas iistii, kemik iligi transplantasyonu olmamig hastalardan ve kontrol
grubundan elde edilen periferik kan drnekleri tizerinden manuel olarak total RNA izolasyonu
gerceklestirilmis olup ardindan manuel olarak ¢cDNA sentezi gerceklestirilmis ve cDNA
ornekleri -20°C°de saklanmustir. Ilgili hedef genlerin her hedef gene spesifik primerler
varliginda qRT-PCR yontemi ile referans gen olan GAPDH genine gore kiyaslanarak hedef

genlerin ekspresyon seviyelerindeki degisiklikler analiz edilmistir.
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3.6. Veri Analizi

gRT-PCR sonuglari, 2-AACT yontemiyle rolatif gen ekspresyon degerleri belirlenmis olup
referans gen olarak GAPDH geni kullanilmistir. Hasta grubu ile kontrol grubu arasindaki
karsilastrma SPSS paket programinda 2 yonlii Student’s t-test kullanilarak yapilmistir ve
sonuclar ortalama + standart sapma olarak ifade edilmistir. Birden fazla grup arasindaki
karsilagtirmalar tek yonlii ANOVA ve Bonferroni post-test ile veya 2 yonli ANOVA ile
karsilastirilmistir. p<0.05 anlamli olarak kabul edilmistir.

3.7. Olgu ve Kontrol Grubu

Olgu grubunun se¢imi Ege Universitesi Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 AD Hematoloji Bilim
Dal'nda bulunan uzman doktorlar ve profesdrler ile birlikte gerceklestirilmistir. Ilgili
calismaya Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Hematoloji Poliklinigi’ne basvuran Paroksismal
Nokturnal Hemoglobiniri tanis1 almig 21 hastadan onam formu alinarak periferik kan drnekleri

almmustir.
Bu ¢alisma i¢in olgularin ¢caligmaya dahil edilme ve diglanma kriterleri asagidaki gibidir.

v" Calismaya dahil edilme kriterleri:

* PNH tanis1 almis olmalar1
* 18 yas ve lstii olmasi

* Calisma ile ilgili bilgilendirilmis ve yazili bilgilendirilmis onay alinmig olmasi

v' Calismaya dahil edilme kriterleri:

* 18 yas alt1 olgular
* Kemik iligi transplantasyonu olmus hastalar

+ Caligmaya katilmak i¢in kendisi onay vermeyen olgular

v Kontrol grubu igin ise 18 yas tistii hematolojik bir saglik problemi bulunmayan ve aktif

tedavi gormeyen kadm/erkek kisiler olarak belirlenmistir.
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3.8. Hedef Genlerin Espresyon Seviyelerinin Analiz Edilmesi

Calismadaki ilgili genlerin ekspresyon diizeylerinin belirlenmesi i¢in olgu ve kontrol
gruplarindan alinan periferik kan 6rneklerinden total RNA izolasyonu gerceklestirilmis olup
izole edilen total RNA 0rneklerin konsantrasyon seviyeleri spektrofotometrik yontemle
Olgiilmiis ve belirlenen konsantrasyonlara gore total RNA orneklerinden cDNA sentezi
gerceklestirilmistir.  qRT-PCR islemi i¢in sentezlenen cDNA o&rnekleri belirlenen

konsantrasyonlara gore kullanilmistir.

3.8.1. Periferik Kandan total RNA izolasyonu

PNH tanis1 almis olgulardan alman 2 EDTA tiip yaklasik 4 ml periferik kan orneklerinden
MACHEREY-NAGEL Nucleospin RNA Blood (Katalog N0:740200.50) kiti kullanilarak

manuel olarak total RNA izolasyonu gerc¢eklestirilmistir.

Tablo 1. Total RNA izolasyon kiti igerigi

Bilesen Hacim/miktar Bilesen Hacim/miktar
Lysis Buffer DL 25 ml RNase-free H20 13 mi
Wash Buffer RB2 13 mi NucleoSpin® RNA 50 adet

Blood Columns

Wash Buffer RB3 12 mi Collection Tubes (2 50 adet

(Concentrate) mL, with lid) for lysis

Membrane Desalting 25 ml Collection Tubes (1.5 50 adet
Buffer MDB mL) for elution

Reaction Buffer for 7 ml Collection Tubes (2 150 adet

rDNase mL)
rDNase (lyophilized) 2 vials (size User manual 1 adet
D)
Liquid Proteinase K 600 ul
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Protokol Basamaklari:

1.

2.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

400 ul tam kan 6rnegi 2 ml’lik kapakli toplama tiipiiniin igerisine aktarilir.
Tam kan 6rneginin lizerine 400 ul Lysis Buffer DL eklenir ve tiipiin kapagi kapatilir.
Uzerine 10 ul siv1 Proteinaz K eklenir ve tiipiin kapag1 kapatilir.

Lizatin bulundugu tiip 3-15 dk, oda sicakliginda (18-25°C) yaklasik 1000 rpmde
thermoshakerda inkiibe edilir.

Inkiibasyon sonrast tiipiin i¢ine 400 ul %70 etanol eklenir ve karistirilir.

610 ul lizat NucleoSpin RNA Blood Column ad1 verilen filtreli tiipe aktarilir.
Filtreli tiip 11.000 g’ de 1 dk santrifiij edilir.

Santrifiij sonrasi tiipiin altinda bulunan toplama haznesi yenisi ile degistirilir.
Ardindan geriye kalan lizatin tamami yaklagik 600 ul ayni filtreli tiipe aktarilir.
Filtreli tiip 11.000 g’ de 1 dk santrifiij edilir.

Santrifiij sonrasi tiipiin altinda bulunan toplama haznesi yenisi ile degistirilir.
Filtreli tipln Ust kismima 350 ul Membran Desalting Buffer eklenir.

Filtreli tiip 11.000 g’ de 1 dk santrifiij edilir.

Santriflij sonras: tiipiin altinda bulunan toplama haznesi yenisi ile degistirilir.

Filtreli tiipiin tist kismina 95 ul rDNase eklenir ve oda sicakliginda (18-25°C) 15 dk

inkbe edilir.

Inkiibasyon sonrast filtreli tiipiin {ist kismina 200 ul Buffer RB2 eklenir.
Filtreli tiip 11.000 g’ de 1 dk santrifiij edilir.

Santriflij sonrast tiipiin altinda bulunan toplama haznesi yenisi ile degistirilir.
Filtreli tiipiin tist kismina 600 ul Buffer RB3 eklenir.
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20. Filtreli tiip 11.000 g’ de 1 dk santrifiij edilir.

21. Santrifiij sonras1 tiipiin altinda bulunan toplama haznesi yenisi ile degistirilir.
22. Filtreli tliptin tist kismina 250 ul Buffer RB3 eklenir.

23. Filtreli tiip 11.000 g’ de 2 dk santrifiij edilir.

24. Santrifiij sonrasi tliplin altinda bulunan toplama haznesi ¢ope atilir ve filtreli tiip total

RNA 6rneginin toplanacagi 1,5 ml eppendorfun icine yerlestirilir.
25. Filtreli tiiptin tist kismina 60 ul RNase-free water eklenir.
26. Filtreli tiip 11.000 g’ de 1 dk santriftj edilir.

27. Santrifiij sonrasi filtreli tiip ¢ope atilir ve total RNA 6rnegi barindiran eppendorf tiip -
80°C’de saklanur.

3.8.2. izole Edilen total RNA Orneklerinin Konsantrasyon ve Saflik Degerlerinin

Belirlenmesi

Periferik tam kan o6rneginden izole edilen total RNA oOrneklerinin konsantrasyon ve saflik
degerleri Nanodrop 1000 Spectrophotometer ( Thermo Fiser Scientific) cihazi ile 1-2 ul total
RNA 6rnegi kullanilarak gergeklestirilmistir. Total RNA 6rneklerinin 6l¢iimii yapilmadan 6nce
izolasyonun son basamaginda kullanilan total RNA oOrneklerinin i¢inde toplandigi eliisyon
stvis1 (RNase-free water) ile cihazda kor (blank) islemi gerceklestirilmistir. Spektrofotometre
cihazindaki 260 nm ve 280 nm’ deki absorbans degerlerine gore orneklerin total RNA
konsantrasyonu ve saflig1 tayin edilmistir. Ornekler bir sonraki basamaga kadar -80°C’de

saklanacaktrr.

3.8.3. cDNA (komplementer DNA) Sentezi

Izole edilmis olan total RNA 6rneklerinden iScript cDNA Synthesis Kit, 100 Rxn (Katalog
No0:1708891) kiti kullanilarak cDNA sentezi Thermal Cycler cihazinda uygun protokole gore
gerceklestirildi.
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cDNA Sentez Protokoli

1. Her bir total RNA 6rnegi i¢in steril 0,2 ml’ lik eppendorf tiipleri igerisine, 4 ul 5x iScript
Reaksiyon karigimi, 1 ul iScript Reverse Transcriptase enzimi, 2 ul total RNA 6rnegi ve
13 ul Nuclease-free water eklenir ve tiiplerin igerisindeki total hacim 20 ul’ ye

tamamlanir.

2. Mikrosantrifiij tiiplerine kisa bir spin yapilir ve maddelerin hepsinin tiiplerin dibinde

toplanmasi ve tiiplerin altinda hava kabarciginin kalmamasi saglanir.

3. Spin ardindan tiipler Thermal Cycle cihazinin ortasindan baslanacak sekilde

yerlestirilir.

4. Cihazm protokolii ilk 6nce 25°C’de 5 dk, ardindan 46°C’de 20 dk ve 95°C’de 1 dk, son

olarak da 4°C’de ayarlanarak cihaz ¢alistirilir.

Sentez sonrasi elde edilen cDNA o6rnekleri qRT-PCR c¢alismas1 gerceklestirilene kadar -
20°C’de saklanmustir.

Tablo 2. cDNA sentez bilesenleri ve hacimleri

Bilesenler Reaksiyon Basina Hacim (ul)
5x iScript Reaksiyon Karigimi 4
iScript Reverse Transkriptaz enzimi 1
Nikleaz-free su 2
RNA 06rnegi 13
Toplam hacim 20
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Tablo 3. cDNA termal dongii basamaklari

cDNA sentez basamaklari Sure (dk) Sicaklik (°C)
Hazirlik 5 25
Reverse Transkripsiyon 20 46
Reverse Transkripsiyon inaktivasyonu 1 95
Opsiyonel sogutma Maksimum 24 saat 4

3.8.4. Sentezlenen ¢cDNA Orneklerinin Saflik, Konsantrasyon Degerlerinin ve Diliisyon

Oraninin Belirlenmesi

Total RNA o6rnekleri kullanilarak sentezlenen cDNA 6rneklerinin konsantrasyon ve saflik
degerleri Nanodrop 1000 Spectrophotometer ( Thermo Fiser Scientific) cihazi ile 1-2 ul cDNA
ornegi kullanilarak gerceklestirilmistir. Spektrofotometre cihazindaki 260 nm ve 280 nm’ deki
absorbans degerlerine gére CONA 0Orneklerin konsantrasyonu ve safligi tayin edilmistir. qRT-
PCR i¢cin konsantrasyonu yiiksek olan ornekler belirlenen degerlere gore diliie edilmistir.

Ornekler bir sonraki basamak olan gRT-PCR adimina kadar -20°C’de saklanmustr.

3.8.5. Kantitatif Ger¢cek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-PCR)
3.8.5.1. Primerlerin Coztilmesi ve Dilte Edilmesi

Genlere ait olan primerler 100 uM konsantrasyonda olacak sekilde hesaplanan hacimde
Nuclease-free water icerisinde c¢6zildi. Biorad SsoAdvanced Universal SYBR Green
Supermix (Katalog No: 1725271) kit i¢eriginde her forward ve reverse primer igin istenen final
konsantrasyon maksimum 500 nM oldugundan ve bu ¢aliymada final reaskiyon hacmi 10 ul
olacagmdan her primer 1:20 oraninda diliie edilmis olup final primer konsantrasyonu 5 uM elde

edilmistir.
3.8.5.2. gqRT-PCR

Tablo 4’de gosterilen sayisal veriler kullanilarak hedef genler olan DNMT3A, ASXL1, TET2,

EZH2, RUNX1, IDH1, PIGA, PHF6, U2AF1, ATM genleri ve referans gen olan GAPDH geni
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icin ayr1 ayr1 tiiplerde PCR mix hazirlanmigtir. Her gen i¢in ayr1 hazirlanan bu mix soguk blok
(+4°C) iizerine oturtulmus 96 PCR plate’ in her kuyucuguna 9 ul olacak sekilde dagitildi.
Ardindan mix dagitilmis her kuyucugun igerisine 1 ul cDNA 6rnegi pipetlenerek birakildi. 96
PCR plate’ in tistii seal cover ile hava gegirmeyecek sekilde bastirilarak kapatildi ve yaklasik
1-2 dk 1200 rpm’ de biitiin sivilarin asagida toplanmasi i¢in santriflij edildi. Santrifiij sonrasi
plate tablo 5° de gosterilen protokole gore Biorad CFX Connect Real-Time PCR cihazina

yerlestirilerek PCR basamagi gergeklestirilmistir.

Tablo 4. gRT-PCR islemi i¢in gerekli bilesenler ve hacimleri

SsoAdvanced Universal SYBR Green Supermix (2x) 5
Forward Primer 1
Reverse Primer 1
DNA 06rnegi 1
Nikleaz-free su 2
Toplam hacim 10

Tablo 5. Biorad CFX96 PCR cihazinda ekspresyon analizi protokolii

Polimeraz aktivasyonu 1dk 95
Denaturasyon 15 saniye 95
Amplifikasyon (40 dongu) Baglanma .
30 saniye 60
ve Uzama
Opsiyonel sogutma 1 dk 40
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Sekil 6. Biorad CFX Connect Real-Time PCR cihazinda uygulanan PCR protokolii 6rnek ekran
gordnumu

Tablo 6. gRT-PCR analizi gergeklestirilecek genlerin primer tasarimlari

Gen Adi Primer Dizisi (5’°-3%) Primer Uzunlugu (bp)
DNMT3A Forward: AATGGGGACTTGGAGAAGCG 20
Reverse: TCCTTCTGTTCTTTGCCCGC 20
ASXL1 Forward: CAATTCAAGAGGAGGAGAGGGG 22
Reverse: GACTAACAGACCACTCCCAAGC 22
PIGA Forward: TAGAGGAGGAGCTGGGAATGG 21
Reverse: GCTTTCCACGCCTCCCATATT 21
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Tablo 7 devami. gRT-PCR analizi gergeklestirilecek genlerin primer tasarimlari

EZH2 Forward: ACGGCTTCCCAATAACAGTAGCA 23
Reverse: ACACCGAGAATTTGCTTCAGAGG 23
TET2 Forward: CCAGGAAGAGCAGTAAGGGAC 21
Reverse: GGCAAATGGGAGGTGATGGTA 21
RUNX1 Forward: CCACCTACCACAGAGCCATCAA 22
Reverse: CAGTGGAGTGGTTCAGGGAGG 21
PHF6 Forward: ACCTGTTCCTCTCAAGTGCCC 21
Reverse: ACACCACCAAGCCCTACAAGA 21
ATM Forward: GACAATCATCACCAAGTTCGCA 22
Reverse: GGGTTCTCAGCACTATGGGAC 21
IDH1 Forward: ACCAAGTGACGGAACCCAAAA 21
Reverse: CCAACCCTTAGACAGAGCCAT 21
U2AF1 Forward: TTTAGCCAGACCATTGCCCTC 21
Reverse: ACTTCCCCATACTTCTCCTCCA 22
GAPDH Forward: ACTTCAACAGCGACACCCAC 20
Reverse: TCCACCACCCTGTTGCTGTAG 22

3.8.6. istatistiksel Analiz

Gergek zamanli PCR ¢aligmasindan elde edilen verilerin relatif ekspresyon analizi 2 AACT

yontemi ile hesaplanmis olup veriler Graphpad 8 programi kullanilarak verilerin istatistiksel

analizleri yapilmstur.
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a. Biorad CFX96 PCR cihaz:

b. Thermal Cycler c. Mikrosantrifij

Sekil 7. cDNA sentezinde ve qRT-PCR basamaklarinda kullanilan cihazlar

b. cDNA sentez kiti

Sekil 8. cDNA sentezinde ve qRT-PCR basamaklarinda kullanilan kitler

23



a. 96 well plate b. Metal soguk blok

d. Mikropipetler e. Mikropipet uglar

Sekil 9. Deneylerde kullanilan sarf malzemeler ve laboratuvar gerecleri



4. Bulgular

4.1. Olgularin Demografik Dagilimi

Calismaya dahil edilen olgular Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Hematoloji Bilim Dal1
Poliklinigi’ne Haziran 2023 - Haziran 2024 tarih araliginda basvurmuslar ve hastalardan
tan1 almis 10 erkek/11 kadin PNH hastas1 ve 5 erkek/5 kadin kontrol grubu olarak dahiliye
poliklinigine basvuran ve rutin kontrolleri neticesinde herhangi bir hastalik saptanmayan
saglikli goniilliilerdir. Hasta grubu olgularin yas ortalamalar1 kontrol olgularma gore daha

yuksek kalmaktadir. Bu veriler tablo 7 *de gosterilmektedir.

Tablo 8. Olgu ve Kontrol grubunun demografik 6zellikleri

HASTA KONTROL
YAS (Yil£Std) 45+16 37+16
Kadm 11 5
CINSIYET
Erkek 10 5

4.2. Hastalarin Klinik Laboratuvar Degerleri

Hasta olgulara ait hemogram degerleri tablo 8’de gosterilmistir. Verilerin ortalama
degerlerine bakildiginda bu hastalarda LDH degeri 241,7 U/L; eritrosit degeri 3,2 x 1076/pl;
hemoglobin degeri 10,9 g/dL; hematokrit degeri 32,7 %; total 16kosit sayis1 4,2 x 10"3/ul;
notrofil sayis1 2,5 x 1073/pl ; lenfosit sayist 1,6 x 10"3/ul ; monosit sayis1 0,3 10"3/ul;
eozinofil sayis1 0 X 10"3/pl; bazofil sayis1 0 x 10"3/ul seklindedir.
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Tablo 9. Olgulara ait hemogram degerleri (n=22)

Kan degerleri Minimum deger Maksimum deger Ortalama=+Std
LDH (U/L) 161 363 241,7453,7
Eritrosit (1076/ul) 2,21 4,65 3,2+0,8
Hemoglobin (g/dL) 7,6 15,8 10,9+2,2
Hematokrit (%) 22,4 45,3 32,745,7
Lokosit (1073/ul) 1,69 7,27 4,2+1,6
Notrofil (1073/ul) 0,05 4,38 2,5+1,1
Lenfosit (1073/ul) 0,56 2,58 1,6+0,5
Monosit (1073/ul) 0,1 0,52 0,3+0,1
Eozinofil (1073/ul) 0 0,1 0,0+0,0
Bazofil (10"3/ul) 0 0,03 0,0+0,0

Ayrica hastaligin sonucu olarak ortaya ¢ikan trombosit ve retikiilosit sayisindaki degisimler de
tablo 9’da gosterilmis. Tabloya gore verilerin ortalama degerlerine bakildiginda bu hastalarda

retikiilosit sayis1 0,2 X 1076/uL; retikilosit yuzdesi 6,1%; trombosit sayis1 ise 142,7 x 10°3/ul

seklindedir.
Tablo 10. Olgulara ait diger klinik degerler
Kan Degeri Minimum deger  Maksimum deger  Ortalama+Std
Retikiilosit sayis1 (10°6/uL) 0,03 0,40 0,2+0,1
Retikiilosit ytlizdesi (%) 1,34 17,29 6,1+4,5
Trombosit (10"3/ul) 12 308 142,7+73,9
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4.3. Hastalarin tedavide kullandiklar1 monoklonal antikor tiirleri ve dozlar

Calismamizda yer alan hastalar farkli tirde ve dozlarda monoklonal antikor tedavileri

almaktadir. Kullanilan monoklonal tiirleri ve olgu sayilar1 tablo 10 ’da gosterildigi gibidir.

Tablo 11. Olgularin kullandig1 monoklonal antikor adlar1 ve sayilari

Ad1 Olgu sayis1 Alnan diizey (mg)
7 900
Eculizumab
2 1200
Ravulizumab 6 3300
Crovalimab 5 680
Pozelimab 1 800

Tablo 10°da da goriildiigii tizere hastalara farkli dozlarda ve farkl ticari isimlerde dort farkli

monoklonal antikor tedavisi uygulanmaktadir.

4.4. Hedef genlerin ekspresyon duzeyleri

Hasta ve kontrol grubuna ait olgularin hedef genlerdeki ekspresyon seviyeleri incelenip
analiz edildiginde hedef genlerin ¢ogunda artis gézlemlenmistir fakat hedef genlerden
Ozellikle DNA metilasyonu ile iligkili olan ASXL1 geninde yaklasik 15 kat artis oldugu
gbzlemlenmistir. Tablo 11’de, grafik 1’de ve grafik 2’de goriildiigii tizere kontrol
ekspresyon seviyesi 1 kabul edildiginde DNA metilasyonu ile iliskili DNMT3A geninde
1,04 katlik bir ekspresyon artigi, ASXL1 geninde 15,30 katlik bir ekspresyon artisi, TET2
geninde 1,57 katlik bir ekspresyon artisi, IDH1 geninde 0,86 katlik bir ekpresyon azalisi,
EZH2 geninde 1,87 katlik bir ekspresyon artisi, hastalikla iligkili olan PIGA geninde 0,15
katlik bir ekspresyon azaligi, transkripsiyon ile iliskili RUNX1 geninde 3,58 katlik bir
ekspresyon artis;, PHF6 geninde 2,38 katlik bir ekspresyon artigi, DNA tamiri ile iligkili
ATM geninde 3,43 katlik bir ekspresyon artisi, RNA splice ile iligkili U2AF1 geninde 3,94
katlik bir ekspresyon artig1 tespit edilmistir.
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Tablo 12. Olgularin ekspresyon seviyeleri ve kat degisim degerleri

Hedef AACt degerleri | AACt degerleri | Kat degisimi P degeri
Genler (Ort) (std) (<0,0001)
DNMT3A 0,66 1,54 1,04 0,9635
ASXL1 -3,14 1,50 15,30 <0,0001
TET2 -0,29 1,13 1,57 <0,0001
IDH1 0,37 0,71 0,86 0,2129
EZH2 -0,65 0,83 1,87 <0,0001
PIGA 2,73 0,68 0,15 <0,0001
RUNX1 -1,84 1,30 3,58 <0,0001
PHF6 -1,25 1,02 2,38 <0,0001
ATM -1,78 1,32 3,43 <0,0001
U2AF1 -1,98 1,25 3,94 <0,0001
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Grafik 1. DNA metilasyonu ile iliskili genlerin ekspresyon seviyelerindeki degisimler
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Grafik 2. Diger hedef genlerin ekspresyon seviyelerindeki degisimler

**: anlaml, ****: anlamli, ns: non-significant

Biorad CFX Connect Real-Time PCR cihazinda gergeklestirilen ekspresyon analizine ait olan
ekran gorintilerinden amplifikasyon egrileri graifk 4 *de, melt curve egrileri graifk 5 de ve
melt peak egrileri ise grafik 3 ’de gosterilmistir. Bu sekillerden de anlasilacagi gibi primerler

dogru genlere baglanmis olup ekspresyon verileri ger¢egi yansitmaktadir.
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Melt Peak

-d(RFU)/dT

Temperature, Celsius

Grafik 3. Biorad CFX Connect Real-Time PCR cihazinda ekspresyon analizindeki Melt Peak
grafigi goriintiisii

Amplification

RFU (1013)

Grafik 4. Biorad CFX Connect Real-Time PCR cihazinda ekspresyon analizindeki dongu-amplifikasyon grafigi
gorintusu
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Melt Curve

RFU (1073)

Temperature, Celsius

Grafik 5. Biorad CFX Connect Real-Time PCR cihazinda ekspresyon analizindeki erime sicakligi grafigi
gorintusd
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Tartisma

PNH hastalig1 ultra nadir goriilen bir hematolojik kok hiicre hastaligidir. Hastaligin prevalansi
1-9/100.000, insidans1 ise 1-10/1.000.000 olarak belirtilmektedir. Bu veriler dogrultusunda
hastalikla ilgili yapilan en ufak bir arastirmadan elde edilecek veriler 6nem arz etmektedir,
ozellikle de genetik calismalar cok dnem arz etmektedir. Cilinkii hastaligin teshisinde veya
tedavisinde aktif olarak kullanilan bir genetik test ve/veya tedavi bulunmamaktadir. Bu nedenle
hastaligin altinda yatan genetik mekanizmalar1 aydmlatmak 6nem arz etmektedir. Yapilacak
olan calismalardan elde edilecek verilere gore hastalarin kullanmis oldugu farkl ilag
dozlarimdan, hastalara uygulanabilecek kombine ilag tedavilerine hatta belki genetik tedavilere

kadar bir¢ok soruyu yanitlamak gerekmektedir.

LiJ. ve ark.’lar1 yapmis olduklar1 sekans caligmasinda toplam 85 PNH, MDS ve AA hastalar1
iizerinden 26 hastada hematolojik malignitelerde iliskili olan PIGA , DNMT3A, ASXL1, TET2,
IDH1S, EZH2, RUNX1, PHF6, BCOR, U2AF1, ATM, FLT3-1TD, BRAF, CALR, CDKN1B,
DDX41, DISS3, FAT1,KMT2D, NOTCH2, PDS5B, RAD21, RBBP6, RELN, SETBP1, SETD?2
VE SMCIA genlerinin farkli bolgelerinde farkli sayilarda mutasyonlar tespit etmis ve bunlari
analiz etmistir. Bu ¢alismada 6zellikle 24 hastada PIGA gen mutasyonu, 5 hastada DNMT3A
gen mutasyonu, 4 hastada ASXL1 gen mutasyonu, 4 hastada U2AF1 gen mutasyonu
saptanmugtir. Li J. ve ark.’lar1 eculizumab tedavisinin eksik verileri nedeniyle, eculizumab'a
zayif yanitla iliskili mutasyonlarm bu g¢alismada analiz edilmedigini belirtip, PIGA gen
mutasyonlarmin sayisi ile klinik 6zellikler arasindaki iliski hakkinda daha az veri bulundugunu

dile getirmiglerdir.. (Li J,. vd., 2020)

Wenyi Shen ve ark.’lar1 yapmis olduklar1 calismada, 12 hastadan alinan 6rneklerde eslestirilmis
PNH+ ve PNH- fraksiyonlarinin tiim ekzom dizilemesinin yani sira ek 36 PNH hastasinin
hedefli derin dizilemesini gerceklestirmiglerdir. Xp22.2 PIGA mikrodelesyonu olan 3 vakaya
ek olarak, WES ve hedefli NGS sekanslama ile analiz edilen vakalarda toplam 31 missense, 8
nonsense, 26 frameshift ve 13 splice bolgesi mutasyonu tespit edilmistir. WES ile analiz edilen
12 vakanmn 9'unun PNH fraksiyonlarinda somatik PIGA mutasyonlar1 (3 SNV ve 10 indel)
tespit edilmis, eslestirilmis PNH olmayan CD59+ DNA 6rnekleri ise negatif saptanmistir. WES
vakalarmin (n = 12) yan sira kohortlarindaki PIGA mutasyonlarmin sikligimi daha fazla
arastrmak icin Sanger sekanslama (n = 36) ve hedefli PIGA (n = 10) derin sekanslama

kullanmislardir. Genel olarak, hastalarm %60"'mmda (60 hastanin 36's1) PIGA mutasyonlar: tespit
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edilmistir. Bazi1 PNH hastalar1 1'den fazla PIGA mutasyonu barindirdigini tespit etmislerdir.
Patogonomonik PIGA mutasyonlarina ek olarak, WES ile test edilen vakalarn %83'lUnde
(12'sinin 10'u) 21 baska gende 21 somatik mutasyon bulunmustur. PNH'de kesfedilen diger
somatik mutasyonlar arasinda TET2, MAGEC1, BRPF1, KDM3B ve STAC3 genleri de yer
alir, bunlarin tiimii PNH fraksiyonunda bulunur ve fenotipik olarak normal hiicrelerde

bulunmaz.

Bu ¢aligmada Li J. ve ark.’larnin 6nceden PNH hastalar1 ile yapmis olduklar1 calismadan elde
edilen veriler analiz edildiginde mutasyon saptanmis belli genlerin ekspresyon seviyelerindeki
degisimlerin analizi aktif olarak farkl tiirlerde ve dozlarda monoklonal antikor tedavisi alan

hastalarla gerceklestirilmistir.

DNA Metilasyon iliskili Genlerin Ekspresyonlar:
DNMT3A (DNA Metiltransferaz 3 Alfa)

CpG dinukleotidlerinde DNA metilasyonunun kontroltinden sorumlu DNMT enzim ailesinin
bir parcasidir (Shih, Abdel-Wahab, Patel, & Levine, 2012). DNMT3A mutasyonlari, klonal
hematopoezde tanimlanan en yaygin mutasyon tiirlerinden biridir. (Genovese vd., 2014).
Hematolojik malignitelerin cogundan sorumlu ve hematolojik hastalarin ¢ogunda mutasyon
barindan bir gendir. Dolayisiyla bu genin hangi seviyede eksprese edilip edilmedigi de 6nem

arz etmektedir.

Yaptigimiz ¢alismada hematolojik hastaliklarda 6nemli rol oynayan DNMT3A geninde
kontrole kiyasla ortalama 1,04 kat bir artig saptadik fakat bu artig anlamli degildi. (p=0,9635)

ASXL1 (ASXL Transkripsiyonel Regulator 1)

Bu gen mutasyonlarmin hematolojik hastaliklarin prognozu iizerinde Onemli etkileri
vardir.(Tefferi vd., 2016). Mutasyonlar genellikle ekzon 12’nin 5 ucunda, ¢ogunlukla ¢erceve
kaymas1 mutasyonlar1 veya daha az yaygin olarak anlamsiz mutasyonlar olarak ortaya ¢ikar
(Grabek vd., 2020). Mutasyonlar genellikle miyeloid malignitelerde heterozigot olarak bulunur
(Gelsi-Boyer vd., 2009).
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Yaptigimiz ¢alismada analizler sonucunda transkripsiyonel regulatorden sorumlu ASXL1

geninde kontrole kiyasla ortalama 15,30 kat bir artis saptadik ve bu artis anlamliydi. (p<0,0001)
TET2 (TET Metilsitozin Dioksijenaz 2)

5-metilsitosinin 5-hidroksimetilsitosine oksidasyonu yoluyla DNA metilasyonunda énemli rol
oynar. Bu, kararli bir epigenetik isaret gorevi goriir ve demetilasyonda aktiftir (Shih vd., 2012).
TET2 islev kaybina yol acan anlamsiz veya yanlis anlamli mutasyonlar igerir (Abdel-Wahab
vd., 2009).

Yaptigimiz ¢alismada analizler sonucunda TET2 geninde kontrole kiyasla ortalama 1,57 kat bir

artis saptadik ve bu artig anlamliydi. (p<0,0001)
IDH1 (izositrat dehidrogenaz)

Sitozolik izositrat dehidrogenaz 1 (IDH1) enzimindeki mutasyonlar, primer insan beyin
kanserlerinin dnemli bir alt kimesinin ortak bir 6zelligidir. Bu mutasyonlar IDHI1 aktif
bolgesinin tek bir amino asit kalintisinda meydana gelir ve enzimin izositratin a-ketoglutarata
dontistimiinii katalize etme yetenegini kaybetmesine neden olur. (Dang, L., vd., 2009). Daha
yakin zamanda MPN hastalarinda ASXL1'deki mutasyonlar tanimlanmis ve AML'de
tekrarlayan IDH1 mutasyonlar1 tanimlanmistir. TET2, ASXL1 ve IDH1 mutasyonlar1 miyeloid
malignite spektrumuna sahip hastalarda tanimlanmigs olsa da, TET2/ASXLI1/IDHI1
mutasyonlarinin edinilme zamanlamas: ve MPN'den AML'ye ilerlemede TET2/ASXL1/IDH1
mutasyonlarinin rolii bilinmemektedir. (Abdel-Wahab, O., vd., 2010).

Yaptigimiz ¢alismada analizler sonucunda hiicre metabolizmasi ve enerji liretiminden sorumlu
IDHI1 geninde kontrole kiyasla ortalama 0,86 kat bir azalis saptadik ve bu azalis anlamsizdi.
(p=0,2129)

EZH2 (Enhancer Of Zeste 2 Polycomb Repressive Complex 2 Subunit)

Hiicre kaderi kararinda yer alan genlerin epigenetik susturulmasini baglatmak icin PRC2
fonksiyonlarmin katalitik bilesenini olusturan bir histon metiltransferaz1 kodlar. EZH2
aktivitesi, 0Ozellikle niikleozomal histon H3K27°de bir trimetilasyon isareti ile

zenginlestirilmistir (Ernst vd., 2010). Miyeloid hastaliktaki, o6zellikle MPN’deki EZH2
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mutasyonlarinin ¢ogu, yanlis fonksiyon kaybidir ve erken zincir sonlanmasimna veya histon

metiltransferaz alaninin dogrudan iptaline yol agar (Score vd., 2012).

Yaptigimiz ¢alismada analizler sonucunda kromatin modifikasyonundan ve metilasyonundan
sorumlu TET2 geninde kontrole kiyasla ortalama 1,87 kat bir artis saptadik ve bu artis
anlamliydi. (p<0,0001)

PIGA (Fosfotidilinositol Glikan Capa Biyosentezi Sinif A)

GPI capa biyosentezinin ilk adimmda yer alan yedi proteinden biridir (Almeida, Layton, &
Karadimitris, 2009). Birgok protein GPI tarafindan hiicrelere baglanir ve GPI c¢apalarinin
yoklugunda bu proteinler bozulur. Eritrositlerde CD55 ve CD59 kaybi, somatik PIGA
mutasyonlar1 ile hematopoietik hiicrelerin klonal genislemesinden sonra ortaya ¢ikan bir
hastalik olan paroksismal nokturnal hemoglobiniiride (PNH) kompleman aracili lizise neden
olur (Brodsky, 2008). 2016 yilinda yapilan calismada, Aplastik anemi (AA) ve PNH
hastalarinin ¢ogu, hastaliklar1 boyunca somatik degisikliklerin gelismesiyle klonal evrim
yasadigr ve AA hastalarinin yaklasik %15-20’si ve PNH hastalarmi %2-6’s1 10 yil i¢cinde
MDS/AML gelistirdigi belirtilmistir. (Ogawa, 2016).

Yaptigimiz calismada analizler sonucunda GPI c¢ipa protein sentezinden sorumlu PIGA
geninde kontrole kiyasla ortalama 0,15 kat bir azalis saptadik ve bu azalis anlamliydi.

(p<0,0001)
RUNX1 (RUNX ailesi transkripsiyon faktort 1)

RUNX transkripsiyon faktorleri, gelisim ve normal doku homeostazi igin kritik 6neme sahiptir
ve gesitli tiimorlerin patogenezinde onkogenler veya tiimor baskilayicilar olarak karakterize
edilir (Ito, 2004). RUNX ailesi RUNX1, RUNX2 ve RUNX3 olusmaktadir. RUNX1 deki
fonksiyon kaybi mutasyonlar1 ve silinmesi, MDS ve AML dahil olmak iizere miyeloid
malignitelerde siklikla gbzlenir (Harada vd., 2004; Osato vd., 1999). RUNXI1 genindeki yiiksek
mutasyon sikliginin aksine, hematopoietik malignitesi olan hastalarda RUNX3 geninde
delesyon ve fonksiyon kaybi mutasyonlart minimaldir. RUNX3, hematopoietik kok ve
progenitdr hiicrelerde (HSPC’ler) ifade edilir (Balogh vd., 2020). Murin RUNX3’iin

hematopoietik hiicreye 6zgu silinmesi, eritrositlerin farklilagmasini bozmus, ancak miyeloid
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hiicrelerin iiretimini korumus ve bu da farelerde miyeloproliferatif fenotipin gelismesine neden

olmustur (C. Q. Wang vd., 2013).

Yaptigimiz ¢aligmada analizler sonucunda transkripsiyon faktorii olarak gorev alan RUNX1

geninde kontrole kiyasla ortalama 3,58 kat bir artig saptadik ve bu artig anlamliydi. (p<0,0001)
PHF6 (PHD finger protein 6)

PHF6 omurgalilar arasinda yiiksek oranda korunur ve ¢ok ¢esitli insan dokularinda her yerde
ekspresyon gosterir. (Voss, A. K., vd., 2007).Pediatrik numunelerin %16'sinda ve yetiskin
birincil T-ALL (T-cell akut lenfoblastik 16semi) numunelerinin %38'inde X'e bagh bitki
homeodomain parmak 6 (PHF6) genindeki inaktive edici mutasyonlarin ve delesyonlarin
tanimlandigin1 rapor edilmistir. Ozellikle PHF6 mutasyonlar1 neredeyse yalmzca erkek
deneklerden alian T-ALL 6rneklerinde bulunur. Ozellikle, 6ncii B-soyun ALL numunelerinde
PHF6 mutasyonlari tanimlanmadi; bu, PHF6 kaybinin, T-hlicresi soyunun lenfoid timérleriyle
smirl olabilir ( VVan Vlierberghe, P., vd., 2010) .

Hematopoetik kok hicrelerde (HSC'ler) ve miyeloid progenitérlerde Phf6 ekspresyonunu
degerlendirmek icin, siralanmig fare miyeloid progenitér ve lenfoid hiicre popiilasyonlarinin
kantitatif RT-PCR analizi yapildiginda bu analizler, lenfoid hiicrelerin farkli alt kiimelerine
kiyasla HSC ve miyeloid hiicre progenitor popiilasyonlarinda PHF6 transkriptlerinin her yerde
bulundugunu ancak biraz daha diisiik ekspresyon seviyeleri vardir (Van Vlierberghe, P., vd.,
2011).

Yaptigimiz calismada analizler sonucunda transkripsiyonel regiilasyondan sorumlu PHF6

geninde kontrole kiyasla ortalama 2,38 kat bir artis saptadik ve bu artis anlamliydi. (p<0,0001)
ATM (Serin/triyonin kinaz)

Hem ATM hem de ATR, DNA hasar1yla aktive edilebiliyor ancak bu iki kinazmn bu hasar1 nasil
algiladig1 tam olarak bilinmiyor. Bununla birlikte, ATM indiiklenen ¢ift iplik¢ik kirilmalarina
yanit verirken, ATR ayrica UV veya durmus replikasyon catallarina da tepki verir. Lowndes,
N. F., vd., 2000). ATM ayrica UVA ile indiiklenen sinyalizasyon ve apoptozda rol oynarken,
ATR UVC ile indiiklenen sinyalizasyon ve apoptozda islev goriir. ATM kinaz, hiicre
sagkalimmin ve hiicre dongiisii kontrol noktalarmin 6nemli bir diizenleyicisidir. UVA'nin

UVC'den farkli olarak ATM kinaz aktivitesini tetikledigini ve aktivasyonun hiicrelerin UVA
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ile 1s1nlanmasindan sonra iiretilen reaktif oksijen tiirleri yoluyla gerceklesebilir. Ayrica ATM
aktivasyonunun UVA'ya karst apoptotik yanitta rol oynadigmi ancak UVC'de rol
oynamamaktadir. (Zhang, Y., vd., 2002).

Yaptigimiz calismada analizler sonucunda DNA kirik tamirinlerinden sorumlu ATM geninde

kontrole kiyasla ortalama 3,43 kat bir artig saptadik ve bu artis anlamliyd1. (p<0,0001)
U2AF1 (Small Nuclear RNA Auxiliary Factor 1)

U2AF1 geninin somatik mutasyonlar1 son zamanlarda miyelodisplastik sendrom (MDS) ve
akut miyeloid l6semide (AML) tanimlanmistir. Bu ¢alismada, miyeloid neoplazmlari olan 452
Cinli hastadan olusan bir kohortta U2AF1 mutasyonlarinin sikligimi ve klinik etkisi analiz
edildiginde U2AF1'deki mutasyonlar AML hastalarinin %2,5'inde ve MDS hastalarinin
%06,3"linde bulunurken, 81 KML hastasinin higbirinde bulunmadigi goriildii. Tiim mutasyonlar
heterozigot yanlis anlamli mutasyonlardir. U2AF1 mutasyonu olan AML hastalarinin genel
sagkalimi (OS) (medyan 3 ay) mutasyon olmayanlara (medyan 7 ay) gore daha kisaydi (P =
0.035). U2AF1 mutasyonu olan ve olmayan MDS hastalar1 arasinda OS agisindan fark
gozlenmemistir. Verilerimiz U2AF1 mutasyonunun AML ve MDS'de diisiik siklikta
tekrarlayan bir olay oldugunu gostermektedir. Qian, J., vd., 2012).

Yaptigimiz caligmada analizler sonucunda DNA kirik tamirinlerinden sorumlu ATM geninde

kontrole kiyasla ortalama 3,94 kat bir artig saptadik ve bu artis anlamliydi. (p<0,0001)
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Sonug ve Oneriler

Yaptigimiz bu bilimsel arastirma ¢aligmasi1 Haziran 2023 - Haziran 2024 tarih araliginda Ege
Universitesi Tip Fakiiltesi, Hematoloji Bilim Dali Poliklinigi’ne basvuran hastalardan tani
almig 21 PNH hastas1 (10 erkek/11 kadin) ve kontrol grubu olarak genel dahiliye poliklinigine
basvuran ve rutin kontrolleri neticesinde herhangi bir hastalik saptanmayan 10 saglikli goniilli

(5 erkek/5 kadin) grubundan olusur.

Hastalig1 daha da aydilatabilecek olan Onemli genler iizerinde ekspresyon ¢aligmalar1 yapilmis

ve farkliliklar saptanmistir.

DNA metilasyonu ile iligkili DNMT3A geninde 1,04 kathik bir ekspresyon artisi, ASXLI
geninde 15,30 katlik bir ekspresyon artisi, TET2 geninde 1,57 katlik bir ekspresyon artisi, IDH1
geninde 0,86 katlik bir ekpresyon azalisi, EZH2 geninde 1,87 kathik bir ekspresyon artisi,
hastalikla iligkili olan PIGA geninde 0,15 katlik bir ekspresyon azalisi, transkripsiyon ile iligkili
RUNXI1 geninde 3,58 katlik bir ekspresyon artisi, PHF6 geninde 2,38 katlik bir ekspresyon
artist, DNA tamiri ile iliskili ATM geninde 3,43 katlik bir ekspresyon artisi, RNA splice ile
iligkili U2AF1 geninde 3,94 kathk bir ekspresyon artisi tespit edilmistir.

Bu sonuglara gore 6zellikle ASXL1 genindeki ekspresyon artis1 bu genin hastaligin tanmi ve

tedavisinde 6nemli bir rol oynacagini diisiindiirmektedir.

Tabii bu genlerde bulunan ekspresyon artislar1 bu genlerin protein cevaplarmin da olup
olmadiginmn arastirilmas: ile desteklenmelidir. Ozellikle epigenetik regulator genlerin
(DNMT3A, ASXL1, TET2, EZH2, IDH1) protein cevaplarinin da arastirilmasindan sonra, ilgili
nadir hastalik 1ile ilgili hipometile edici ajanlaral bir kombine tedavi uygulanip

uygulanamyacagi tekrar arastirilmalidir.
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e Bilgilendirilmis Olur Formu

BILGILENDIRILMIG OLUR FORMU

LOTFEN DIKKATLICE OHUYUNUZ IN

Bu galigmaya katimak Ozers davet edimis bulunmakizsiniz. Bu galismada yer almay) kabul etmeden Snce galismanin ne
amagla yapiimak Istendiginl anlamaniz ve karanniz bu bligllendirme sonrasi Szglree vermentz gerekmekiedir. Size ozl
hazlanmig bu bligliendimmeyl iltfen dikkatiics okuyunuz, sondanniza agik yanitar lsieyinlz.

B galigmanin adi ng?
Paroksismal Mokblmal Hemoglobindr Hastaljnda Potanslyel Genellk Mekanzmalann Aragtinimasi

Bu galigmanin amaci ne?

Parokslsmal Mokblmal Hemoglobindr {PNH] nadie hastalijinn daha lyl anlagimas ign afta yaten molekiler mekanizmalann
aydiniahimas v bu hasta gribu e liglll daha tazia vernin apikiga kavigiunimas amaganmaktadr. Bu malekiler galigma
prognazun belidenmes! ve hastahiin albnda yatan molekller mekanlzmalann daha lyl aniagiasiimeas! ign Snemildi.

Slza nazl bir uygulama yapilacak?
Sizrien bu galismada kullanimak dzers sadecs 2-4 mi {2 t0p) kan Smedl ahinacakbr,

Farkh tedavilar Igin aragiirma gruplanna rasigels atanma clzzmd nadir?
Bu ¢alismaya katlan saglikl gndidiere hemangl bir lag wygulamas! veya cemahl bir giigim yapimayacaktr.

Mg kadar zamanmizl alacak?
Bu palismaya katimay kabul etmeniz duremunda slze yaoilacak olan kan almi uygulamas) oralama 1-2 dk slrecekin.

Araghirmaya kahilmas beklenen tahmind ganaNl sayi= kaghr?
a0

Slzden almacak blyclojlk maieryallere (kan, Idrar ve Goku omeakisriniz) ne olacak we anallzier nerede yapilacak?
{&nalizierin yurtdiganda yapilmas: durumunda blyelollk materyallerin nersys gondsrilscedl agiklanmal),
Sizden ainan blyoioflk materyaliernn analizer Ege Oniversites! Tibbl Blyolo|l Anablllm Dali?nda yapdacahr |

Slzgan beklenan nadir? Sizin sorumivluklanniz nalerdiry

Slzden beklediyimiz kan Smeklernnlzl galigmamiz ign kullanmamiza Zin vermenizdic. Kan dmellerinin sizden alinmasi, standart
12d3VINIZ Srasinga yapilacaktr, Dolayisyla U Galismaya Kabimaniz slze kave oir mosahale yapimasing gerskimeyecaktr.
Arastirma e liglll SErak heshiangl bir Sormiuiugunuz yokmr.

aligmaya kabimak slze na yarar saflayacak?

Bu aragtmmada yer almak size direki blr sorug vermeyacel ancak yapilan moleklier incelzme 2 aragtinian PNH hastaiginm
nangl molekller temaliere dayandifl araghniacakbr fakat siz sadiikh gruosta yer Adigine Igin bu caliEma SiZe yarar veya zarar
safjlamayacakin.

Eraghrmaya kabliminin sona erdirimesinl gerskiirecek durumiar nelerdirs?

BU galgmanin hemangl tr a5amMasinga onaynizi Gekmak Nakkina sanipsiniZ. Eger Smaginizin imha edlimesing Karar venmseniz,
DU isteginizden Snce Oretimig her 10n0 ven ve yapiimig analz ortadan kakainimayacak ama dana fazia anallz yapimayarak kan
amekieriniz mha edliieceklir

-aligmaya kabimak size harhangl Bir zarar werabilr mi?

Galigmaya katimak S22 emmang! BIr Za5ar vemeyec2kir,

Efer katimak latemazaeniz na alury

Caligmaya Eatimak IStemezseniz veya Galgmaya kaNImaniz nammas,¢aligmanin hemang! oI 33amasinda galigmadan ayrimak
ISIErEeniZ.ooza AMayacaks iz, NigDir MUKLK Yaptnmia Earsllagmayacalising veya ¢alignaya baglamatan snoe sanlp cougunuz
naklannz) Kaynetmayeeksintz. Varienniz bullamimayacakhr.

Sz uyguianabliecek clan alernatit yontemier nelerdirs
Bu galpmaya katimanz veya kabimamaniz durumunda slze uyguianacak iedav degismeyecak va sIZe farkl bir yortem
uygulanmayacakir.
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IBUMWWWMMW‘WN?

Bu (ahsMaya KabIGQINg igin S22 ek DIr S0eme yapiimayacakr

Bu galigmaya Katddigim igin ban herhangl Dir Ocret 0deyecek miyim?

Yapiiacak her 10r 1k, NZIK MU3yens vé dier raghrma masranan size veya guvences! alinda buluNCUgUNLE resmi ya da ozel
RIghIr Rurum veya kuruluga Soetimeyecektr

Bu ¢aligmada size akt hangl kigisel vertier ve kiglasl safik veriler! kullaniacaktr?
|Su ¢akgmada size 3t 0lan, Kandan anAllz eglecek verierin amami kulanikacaktir

Bliglierin QIzINGL:
TOm kigisel ve thoi Diighenniz gz Kacak, sac0ece DIlmsel aMagiana Kulaniacaktr. Araglirma sonupiannn yaymianmas: hainge
danl KmBYINZ 91 kalacakty. KImiQnizl onaya ¢karacak kayitiar gizil tulsiacak, Kamuoyuna agiianamayacak, araghma
SONUECANNN YayImianmas: hainde dahl KimIQIniZ gizil KACADr, Araghmma Kapsaminda 1oplanacak kigsel verlern, 6638 sayil
Kigisel Verienn Korunmas: Kanununa uygun toplanip igienacek, toplamaigiems amacndan bagka bir amag ich kukanimayacak
ve DIylagimayacak, gondionin clurunu gen pekmes!, ArAgLMMmann soNIaNMas! veya Kigisel vermenn ijlenmesinin son buimasyla
veriisr Imha edliecsk ve 10planan Kigisel vertienn oestekieyicl, sOzesmel arasirma kuruugian ve istrakien lle paylagimayacak,
$02 konusy hizmet, Kigisel Sagik Verien Hakkinda Yonetmelik, ly! Kinik Uyguiamalar Kilavizu ve yOronokiekl mevzuata uygun
yOroilecekr.

Bu galigmanin sorumiusunun liatigim dilghert

1- Adi, sOoyadi: SUNDE YILMAZ SOSLOER

2- Ulaguiabiiir telefon numaras:.

3- GOrev yerl: EGE ONNERSITESI TIP FAKOLTESI-TIBBI BIYOLOJI ANABILIM DALY
Galigmaya Kallima Onayi

Yukarka yer alan ve aragirmaya baglanmadan dnce gandilys venimasl gersken oliglen gésteran okusum e s&zil
odarak diniedim. Aklima gEEI'I am sonulan al?ﬁll'lﬂ}'a Sarmum, fﬂzl" ve 58200 olarsk bana jl'ﬂ}llal'l am ﬂlllmlﬂl‘l Ejl'l'll'l‘ﬂlﬂ'lj'lﬂ
anlamis bulunmakizyim. Caligmaya kabimayi Isteylp lstemeadigime karar varmam Igin bana yatenl zaman ianing. Bu koguliar
aitinda, bana alt ibbl pligliern gozden gegirimesl, ranser edimes! ve Igianmes| konusunda araghimma yorisledsone yetkl veryor
we 587 Konusl aragtimmaya liskin bana yapdan katiim daveting hichir zofama ve bask oimakszin boyk bir gin0iloidk Ipeisings
kaul ediyorum. KIinlk aragtma kapsaminda eide ediien tOm kigisel verlierm B2 t0m kiglisel s3Ik verllerimin, blimsal calgmalanda
kulanimasini kabul ediyorum. Aragtimmaya gondill olarak kabidigimi, Istediim zaman gerekpel vaya gerekpeslz olarak
aragtmmadan aynianliecadimi bilyonen. “Bligledn gizilgl baghdl albnda bedrtlien kogulan kabul ediyomm.

Bu formu imzalamakla yerel yasalann bana sadladidl hakian kaybatmeyecagimi blilyorem.

Bligendiimilg gondill aluranun Imzali ve tarhil bir Kopyasinin bana verkacedini ilyorum.

GOMUOLLOMON IMZAS]

ADI & SOYADI

ADRESI

TELEFCH

TARIH

Welayet veya vesayet alinga bulunaniar igin vell veya vasinin IMZASI

ADI & Z0YADI

ADRESI

TELEFCH

TARIH

Araghirma eklpinds yer alan ve araglirma hakkinga bligliendrmeyl yapan yeikin bir aragirmacinin IMZas1

ADI & SOYADI

ADRESI

TELEFCH

TARIH
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Olgu Rapor Formu

OLGU RAFOR FORMLI

Protokol AdifKodu: Paroksismal Moktirnal Hemozlohiniri Hastahginda Potansiyel Genetik

Mekanizmalarm Arastinlmasy

Tarih:

Protokol Adi/Kodu: Paroksismal Noktirnal Hemaelghinirj Hastahfinda Potansiyel Genetik
Mekanizmalarim Arastinlmasy

Hasta drnegi
1. Kan: varvok
DM&-kan:

RPMA-kan:
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Universitesi Hematoloji Bilim Dal1 tiyeleri Sn. Prof. Dr. Fahri SAHIN e, Sn. Prof. Dr. Giiray
SAYDAM’a ve Saglik Bilimleri Universitesi Tepecik Egitim ve Arastirma Hastanesi (yesi Sn.
Uzm. Dr. Fatma KEKLIK KARADAG a

Deneyim ve tecriibelerini benden hi¢ esirgemeyen, bana akademik yol gosteren ve akil veren
Ege Universitesi Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali iiyesi Sn. Prof. Dr. Murat OLUKMAN’a

Sosyal hayatimda ve tez donemim boyunca karsilastigim her tiirlii sorunda yanimda olan,

desteklerini esirgemeyen, sonuglar1 birlikte tartisabildigim sevgili boliim arkadaslarima,
Lisans hayatimda tanistigim ve her zaman muhabbet edip konustugum lisans arkadaslarima,

Cocuklugumdan, gengligime ve ilerde de yashhigima taniklik edecek ve benden
kurtulamayacak sevgili ¢cocukluk arkadaslarim baytarim Alp Eren SALI’ya, doktorum Kibra
KILIC’a ve ¢ok giizel anne olacak Halenur KILIC’a,

Ve son ama en 6nemlisi beni bu zamana kadar kosulsuz sartsiz her zaman destekleyen, hig
eksikliklerini hissetmedigim ve tez donemim boyunca da bana maddi manevi ekstra yardim

eden canim babam Nizamettin BULUT ’a ve canim annem Vildan BULUT’a

Suan kendisi hayatta bizimle birlikte olamasa da benim buralara gelmemde en blyuk destekgim

ve bu hayatta en deger vermis oldugum ¢ocuklugumun bas mimari1 canim anneannem merhume

Meral NURANEL e

Tez calismami TS-YLT-2023-29732 nolu proje ile destekleyen Ege Universitesi Rektorliigii

Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatorliigii’ ne sonsuz tesekkiirler.

[zmir, 19.07.2024 Kutay BULUT
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