T.C.
CUKUROVA UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
TIBBI BIYOKIMYA ANABILIM DALI

CUKUROVA BOLGESINDE GAMA GLOBIN
EKSPRESYONU DEGISIMINE NEDEN OLAN SNP’LERIN
HEMOGLOBINOPATI KLINIGINE ETKISININ
INCELENMESI

Yasemin OZKUCUK

TIBBi BiYOKIiMYA TEZLI YUKSEK LiSANS PROGRAMI
YUKSEK LiSANS TEZi

DANISMANI
Prof. Dr. Abdullah TULI

ADANA-2022



T.C.
CUKUROVA UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
TIBBI BIYOKIMYA ANABILIM DALI

CUKUROVA BOLGESINDE GAMA GLOBIN
EKSPRESYONU DEGISIMINE NEDEN OLAN SNP’LERIN
HEMOGLOBINOPATI KLINIGINE ETKISININ
INCELENMESI

Yasemin OZKUCUK

TIBBi BiYOKIiMYA TEZLI YUKSEK LiSANS PROGRAMI
YUKSEK LiSANS TEZi

DANISMANI
Prof. Dr. Abdullah TULI

Bu tez, Cukurova Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri tarafindan TYL-2020-13341 no’lu

proje ile desteklenmistir.

ADANA-2022



KABUL VE ONAY



ETiK BEYANI



TESEKKUR

Calismalarim sirasinda bilimsel katkilar1 ile bana yardimci olan, egitimim
siirecinde bilyiik 6zveri ve sabriyla yardimlarini esirgemeyen, tez danismanim Prof. Dr.
Abdullah TULI’ye ¢ok tesekkiir ederim.

Ders asamasinda teorik bilgilerini aktaran, uygulamalarimda yardimlarim
esirgemeyen Prof. Dr. Nurten DIKMEN’e, Prof. Dr. M. Akif CURUK’e, Prof. Dr.
Tamer C. INAL’a, Prof. Dr. Ozlem GORUROGLU OZTURK’e, Do¢ Dr. Zafer
YONDEN’e ve pozitif enerjisi ile destegini hi¢ esirgemeyen Ogretim Gorevlisi Dr.
Ebru DUNDAR YENILMEZ’e egitimime kattiklar1 arti degerden dolayr tesekkiir
ederim.

Yiiksek Lisans egitim siirecinde manevi desteklerinden 6tiirii Tibbi Biyokimya
Anabilim Dali Doktora Ogr. Duygu Diizgiince BOGA’ya, Ars. Gor. Basak
GUNASTI’ya, Ars.Gor. Yusuf DOGUS’e, Ars.Gor. Kezban KARTLASMIS a ve dara
diistiigiim konularda abla sevkatiyle imdadima kosan Ars.Gor. U. Fulden BOZKAYA
AYDIN’a ¢ok tesekkiir ederim.

Tez ¢aligmam siirecinde maddi, manevi desteklerini esirgemeyen dayim Halil
YUZGEC ve yengem Hiilya YUZGEC e tesekkiir ederim.

Egitim hayatim boyunca en biiyiik destek¢im olan, sabretmeyi ve insan sevmeyi
ogreten sevgili annem Saadet YUZGEC, babam Mehmetali OZKUCUK ve canim
kardesim Halilcan OZKUCUK ’e ¢ok tesekkiir ederim.

Tez c¢aligmami TYL-2020-13341 No’lu proje ile maddi olarak destekleyen
Cukurova Universitesi Rektorliigii Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi'ne tesekkiir

ederim.

v



ICINDEKILER

Sayfa

KABUL VE ONAY ...ttt ettt sttt ae e beesaessaesessaesseensesnsenes ii
TESEKKUR ....oooviiiiiiiiiineiie ettt sttt iv
TCINDEKILER ..ot v
SEKILLER DIZINT ..o vii
TABLOLAR DIZINI ..o ix
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINI ........cccoooniiiiinececeecenn, X
OZET ...ttt ettt ettt et s a e bt et e e h et et e at et e et e eaeenee xi
ABSTRACT ...ttt st b e et e et e bt nteeae et e eneesseeseeneesneeneas xii
1.GIRES,,...... N ........... A0 . A A . 1
2. GENEL BILGILER........c.ccoooiiiiiiiiiiiinieinceceeesiiseseisesise s seeeend 4
B TR 2 5 12 1) o101 PP 4
2.2. Hemoglobin Molekiilii’niin Yapis1 ve ISIeVi.......cocooveveveeeeieeeeeeeeeeeeeee, 2
2.3. Insan Hemoglobin GeNIETi .............c.cruevereererereeiceeeeieeeseesee e 6
2.3.1. a-globin gen kiimesi (HBA).......cccooiiiiiiiieiecieeie et 6

2.3.2. B-globin gen kiimesi (HBB).......cccoooiiiiiiiiiiiiecieeeeceeeee e 4

2.4. Globin Genlerinin Gelisimsel ifadesi ve Globin Degisimi .............cccoceevevevevnece. 5
2.5. HemoglobinOPatiler.........cccuiiiiiiiieiiieiieie et 6
2.5. 1. B-TalaSEM.....ccetieeiiieiieeieeiie ettt ettt et ae et eeate b e ebeenneesneeenne 7
2.5.1.1. B-Talasemi’nin Molekiiler ve Hiicresel Patolojisi.........cccccccuevueenne. 7

2.5.1.2. B-Talasemi’nin Epidemiyolojisi ......cccceeeuveeriireniieeiieeeiieeciee e 9
2.5.1.3.3-Talasemi’nin Klinik Fenotipleri ..........cccooceeriiiniiniiininniieeee, 10

2.5.2.0rak Hiicre Anemisi (OHA) ......ooooviiiiiiieieeeeeee e 11
2.5.2.1. OHA Mekanizmasinin Patofizyolojisi.........cccceeveeviienienieenneennee. 13

2.5.2.2. OHA nin Yaygin Klinik Komplikasyonlart ...........ccccceevveeeveennnen. 13

2.6. Fetal Hemoglobin Diizeyini Etkileyen Mekanizmalar...............cccceviiiiiininnncen. 14
2.6.1. Xmn1-HBG2 PoliMOTfiZmi......ccccevuerieriiiiiiiiniieieiieiceesecee e 15

2.6.2. Kromozom 6q23 Uzerinde HMIP LOKUSU............cccoovevveveverenerrerenerenennans 17

2.6.3. BCL1TA POlMOTTIZIMI...coiiiiiiiiiieiieiiieiceee et 18
3.GEREC VE YONTEM ... 21



3.1. Gereg ve Kimyasal Maddeler.........cccvveriieeiiiieiieeieeeiee e 23

B L GeICGIET e et 23
3.1.2. Kimyasal Maddeler.........ccuiiiiiiiiiieieeiiee e 23
I )15 1 1 DO O TP PP P PO RPPRRPPON 22
3.2.1. Ornek Toplanmasi ve Is AKIS SEMASI ..........ccoveveveveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen, 22
3.2.2 Kan Orneklerinden DNA EIdesi ..........ccooeveveveceeueieeeeeceeeeeeeeeeee e, 22
3.2.3. HBF OIGUHMIL ....vvveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 22

3.2.4. Tetra-primer ARMS Yontemi ile BCL11A ve Xmnl SNP’lerinin
BelirleNIMES ..ot 23
3.2.5. PCR ProtoKOIl ... ..oouiiiiiiiieieeeeee e 25
3.2.6. Agaroz Jel EleKtroforezi ......c..covuerieniiiiiniiniiiiinicnicccicsicccecce 26
3.2 7. YOMIEIM ..ttt ettt sttt 26
3.3. RT-PCR Yontemi ile HMIP SNP’sinin Belirlenmesi..........c.cccceeceenienicniencennens 27
3.3.1. Reaksiyon Karisiminin Hazirlanmast .........ccccceevevveeeiieenciieeniceciee e, 28
4. BULGULAR ..ottt ettt te sttt st esaeesaesseenseensesseenseensesseensens 30
4.1. Hastalarda BCL11A, Xmn1 ve HMIP Polimorfizmlerinin (SNP) Dagilimlar1 ... 30
S. TARTISMA ... ettt et sttt ettt et e et sbe et eneesaeenseas 38
6. SONUC VE ONERILER ........cocoouimimiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 44
KAYNAKILAR ..ottt ettt s saeestesseesseessessaenseeneesseenseas 45
EKLER ..ottt ettt sttt ettt et 52
Ek-1. Bilgilendirme Ve Ri1za Olur FOrmu..........cccooveviieiiieniiiiiciccieceeceeee e 52
OZGECMIS ..o, 53

vi



Sekil no:
Sekil 1.

Sekil 2.
Sekil 3.
Sekil 4.
Sekil 5.

Sekil 6.
Sekil 7.
Sekil 8.
Sekil 9.
Sekil 10.

Sekil 11.

Sekil 12.
Sekil 13.
Sekil 14.

Sekil 15.
Sekil 16.
Sekil 17.
Sekil 18.
Sekil 19.

SEKILLER DiZIiNI

Sayfa no:
(A) Hb molekiilinii yapist (25). (B) Hem’in yapist ve proksimal, distal Histidin
kalintilarina baglanmasi (26). (C) Hb’nin a alt biriminin a-sarmal yapisi (25). (D) Hb’nin

B alt tinitesinin a-Sarmal YapIST (25). ...ceuiriiriere ittt 5
a-globin gen kiimesinin genomik yapist (31).....cccuieieiieriieriiiieiiereeie e 4
B-globin genlerinin ve LCR nin fiziksel temsili (32). (OR: Olfactory Receptor) ...........ccceeveeee. 7
Fetiiste ve bebekte eritropoez geligimi (28). .....ccvevverierierieiieiieie ettt ens 6

[-talaseminin patofizyolojisi. (A) B-talasemide anormal globin sentezi. (B) Bir eritroblast

(solda) ve olgun bir kirmizi hiicrede (ortada) a-globin zincirlerinin ¢okelmesini gosteren

elektron mikrograflari. Siddetli B-talasemili hastanin (sagda) tipik kan filmi (18)........cccceeeee. 8
B-talasemi kompliKasyonlars (53)......cceoueriirieriiiieee ittt 10
OHA genetik aktarimi (62). .....cc.eoeeueeeeieiieieeest ettt sttt st est et et beseeebesaeeneeneeneenes 12
Deoksijene HbS polimerizasyonu ve oraklagmis KKH (66). ..........cccoeverieniieniieiieiieieeienieennnn 13
OHA’nin gesitli komplikasyonlart (68)...........cccvevvierieevierierieniienie e eeeseeesieesseeseesseeseeenesseessees 14

Kromozom 11p15.4 HBB gen kiimesi. Farkli polimorfik restriksiyon enzim bolgeleriyle
HBB kiimesinin genomik organizasyonu. Cesitli bdlgelerden Bs geni ile iliskili
haplotipler gosterilmistir. HbS Senegal, HbS-Arab/Indian haplotipleri Xmnl-HBG2
A0 210108 00) B 1) Ul () TR TP 16
Kromozom 6q23 iizerindeki HMIP lokusu. HBSIL ve MYB genlerinin 5’kisimlarini
kapsayan 126 kb’lik HMIP bolgesinin genomik organizasyonu (71). ........cceeeveveevveeieevenneennen. 17
Avrupalilarda HMIP’da HbF ile iliskili varyantlari igeren 2 ana haplotipin birlesimi (82). ...... 18
BCL11A’ nin transkript varyantlart (83)........ccvecieierieriieiieiesieseeeee et 19
BCLI11A ile etkilesime giren molekiillerin gosterimi (A) y-globin gen ekspresyonun

BCLI11A tarafindan baskilanmasini gdsteren diyagram (B) Popiilasyon calismalarinda

Kromozom 2 ile en ¢ok iligkilendirilen SNP’ler (84,85,86).......ccccueevuieevieeiiieeiieeiieeieeeieeeneans 20
Tetra-primer ARMS-PCR prosediirii (91).......coveiiiiiiiiiiiieeeee e 23
Xmnl ve BCL11A polimorfizmlerinin agaroz jel gortintileri. ........ccooeveeevienieniiiinienieneeene 27
HMIP polimorfizmi igin RT-PCR rafifi. ........cccccveeiirieiiiiieiieie et 29
Omneklerin gelisim donemlerine gore HbF diizeylerinin kiyaslanmast ..................cccooveveeeennn. 34

BCLI1A polimorfizmine ait allellerin HbF diizeyleriyle iliskisi bakimindan

KATGIASTIIINAST. ...evveiieieeiiesiiect ettt ettt ettt et et e et e e st e e s se e seensesnsesssesseenseenseansennsenseensens 35

vil



Sekil 20. Soldaki grafik Xmn1 polimorfizminin OHA’l1 ve -talasemili hastalarda HbF diizeylerine
etkisinin karsilastirilmasint gostermektedir. Sagdaki grafik BCL11A polimorfizminin
OHA’li ve p-talasemili hastalarda HbF diizeylerine etkisinin karsilastiriimasini
gostermektedir (grupl: HbS C/C genotipi, grup 2: HbS C/T genotipi, grup 3: B-talasemi
C/C genotipi grup 4:B-talasemi C/T genotipi, grup 5:B-talasemi T/T genotipi temsil
EUMEKLIEAIT. ...ttt 36

Sekil 21. Her ii¢ polimorfik noktaya ait bireysel baz degisimlerinin HbF diizeyleriyle iligkisinin
KATSTIASTITINASI. ©oe.vvieiiieiieeeiieeite et ee et et e st et e et e e tee e tb e e aee e taeeseeessseesseeessaeensaeensaeessessnssennseens 37

Sekil 22. Xmn1 ve BCL11A C/T heterozigotlarinin HbF diizeylerine etkisinin karsilagtirilmasi ........... 38

viil



Tablo 7.

TABLOLAR DiZINi

Tablo no: Sayfa no:
Tablo 1. ARMS yonteminde kullanilan kimyasal bilesenler. ............coocoeoiriinienieniieieeeeeeee e 26
Tablo 2. rs7482144 (Xmnl) ve rs11886868 (BCL11A) SNP’leri i¢in kullanilan primer dizileri

L TR OO OO PRURRUSRRSRI 26
Tablo 3. BCL11A ve Xmn1 i¢in PCR protoKOIIETi. .......c.ccvevviiieiieiieiicie et e 27
Tablo 4. HMIP i¢in PCR KOSUIIATT. ....c.eiiiviiiiiiiiiceieecee ettt et et e eteeeeteeeeteeeeaneestneeeaeeenes 30
Tablo 5. Oreklem grubunun 3 polimorfik nokta icin sahip olduklari alleler ve HbF degerleri................ 32
Tablo 6. Her ii¢ polimorfik noktanin yiizdesel allel dagilimlart. .............ccooevevierieniiecieeeeeeee e, 36

Ormeklem grubunda Xmn1, BCL11A ve HMIP polimorfizmlerinin allel dagilimlari, allel

B0 ) 1) 21 o USRS 36

X



OHA
SNP
QTL
HbF

Hb
AGM
HKH
MEP
HBA
HBB
LCR
™

TI

DSO
MCV
HPFH
HMIP
EVI9
CTIP1
SWI/SNF
NuRD
ARMS
EDTA
TBE

uv
RT-PCR

SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi

: Orak Hiicre Anemisi

: Single Nucleotide Polymorphism

: Quantitative Trait Loci

: Fetal Hemoglobin

: Hemoglobin

: Aorta Gonad Menefroz

: Hematopoetik Kok Hiicreler

: Megakaryositik/Eritrosit Progenitor

: a-globin Gen Kiimesi

: B-globin Gen Kiimesi

: Lokus Kontrol Bolgesi

: B-Talasemi Major

: B-Talasemi Intermedia

: Diinya Saglik Orgiitii

: Ortalama Hiicre Hacmi

: Hereditary Persistance of Fetal Hemoglobin
: HBS1L-MYB intergenik Polymorphism

: Ekotropik Viral Entegrasyon Bolgesi 9 Homologu
: COUP-TF Etkilesimli Protein 1

: SWltch/Sucrose Non-Fermentable

: Nucleosome Remodelling Deacetylation

: Amplifikasyon Refrakter Mutasyon Sistemi
: Etilen Diamin Tetra Asetik Asit

: Tris Borat EDTA

: Ultraviole

: Real-Time PCR



OZET

Cukurova Bolgesi’nde Gama Globin Gen Ekspresyonuna Neden Olan
SNP’lerin Hemoglobinopati Klinigine Etkisinin Incelenmesi

p-talasemiler B-globin zincirlerini kodlayan genlerde mutasyonlar veya
delesyonlar ile karakterize, Orak hiicre anemisi ise P-globin zincirinin 6.
pozisyonunda tek bir aminoasidin yer degistirmesi (f 6Glu—Val) sonucu HbS
olarak isimlendirilen orak seklindeki hemoglobin iiretimiyle karakterize
genetik hastaliklardir. Son yillarda kompleks hastaliklarda bireylerin ilaclara
yamitlarindaki genetik cesitliligin belirlenmesinde, hastanin genotipine gore
bireysel tedavi seceneklerinin gelistirilmesi ve yeni terapotik hedeflerin
belirlenmesinde tekli gen polimorfizmleri (SNP’ler) artan bir ilgiyle
kullamilmaktadir.

B-talasemi ve orak hiicreli anemi (HbS) gibi hemoglobinopatilerde Fetal
Hemoglobin (HbF) diizeyi degisik miktarlarda yiikselir. Eriskin donemde
HbF’in degisen diizeylerde devam etmesi genetik faktorlerle kontrol edilir. Bu
faktorler arasinda HBG2 lokusunda Xmnl (C—T), SNP’si ve kromozom 2
iizerindeki BCL11A, kromozom 6 iizerindeki HMIP SNP’lerini iceren QTL
(Quantitative Trait Loci)’ler yer almaktadir.

Cahsmamizda Pediatrik Hematoloji Anabilim Dali’na basvuran 90 p-
talasemi ve 10 orak hiicre anemili toplam 100 hastada HbF sentezini arttirarak
fenotipi iyilestiren rs7482144 (Xmnl), rs11886868 (BCL11A) ve rs9399137
(HMIP) SNP’leri tetra-primer ARMS ve RT-PCR yontemleri kullanilarak
degerlendirilmistir. Hastalar Xmnl polimorfizminde sirasiyla %74 “C/C”,
%26 “C/T” allellerini, BCL11A polimorfizminde 54’ii “C/C”, 30’u “C/T” ve
16’s1 “T/T” allelerini ve HMIP polimorfizminde hastalarin %100’iiniin “T/T”
alleli tasidiklar saptanmistir. Hastalarda taranan iic SNP’nin allel frekanslar
incelenmis olup Xmnl “C”, BCL11A “C” ve HMIP “T” allelleri major alleler
olarak saptanmislardir. Xmnl, BCL11A ve HMIP polimorfizmleri birlikte
incelendiginde Xmn1 “C/T”, BCL11A “T/T” ve HMIP “T/T” allellerini birlikte
tasiyan bireylerde HbF sentezinin yiiksek oranda (p<0,01) oldugu saptanmstir.

Anahtar Sozciikler: SNP analizi, polimorfizm, hemoglobinopati, orak hiicre
anemisi, p-talasemi, tetra-primer ARMS, RT-PCR.
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ABSTRACT

Investigation of the Effect of SNPs Causing Gamma Globin Expression
Changes on Hemoglobinopathy Clinic in Cukurova Region.

p-thalassemias are genetic diseases characterized by mutations or deletions
in genes encoding B-globin chains, while sickle cell anemia is characterized by
the production of sickle-shaped hemoglobin called HbS, as a result of
substitution of a single amino acid (B 6Glu—Val) at the 6th position of the p-
globin chain. In recent years, single gene polymorphisms (SNPs) have been
used with increasing interest in determining the genetic variation in the
response of individuals to drugs in complex diseases, developing individual
treatment options according to the patient's genotype, and identifying new
therapeutic targets.

Fetal Hemoglobin (HbF) level rises in varying amounts in
hemoglobinopathies such as fB-thalassemia and sickle cell anemia (HbS). The
persistence of HbF at varying levels in adulthood is controlled by genetic
factors. Among these factors are QTLs (Quantitative Trait Loci) containing
Xmnl (C—T) SNP in the HBG2 locus and BCL11A on chromosome 2 and
HMIP SNPs on chromosome 6.

In our study, Xmnl, BCL11A and HMIP) SNPs, which improved the
phenotype by increasing HbF synthesis in a total of 100 patients, 90 with B-
thalassemia and 10 with sickle cell anemia, who applied to the Department of
Pediatric Hematology, were tetra-primer ARMS-PCR and RT-PCR evaluated
using methods. In the Xmnl polymorphism, the patients had 74% “C/C” and
26% “C/T” alleles, 54 “C/C”, 30 “C/T” and 16 “T/T” alleles in the BCL11A
polymorphism. In the polymorphism and HMIP, 100% of the patients were
found to carry the “T/T” allele. Allele frequencies of three SNPs screened in
patients were examined and Xmnl “C”, BCL11A “C” and HMIP “T” alleles
were determined as major alleles. When the Xmnl, BCL11A and HMIP
polymorphisms were examined together, it was determined that HbF synthesis
was high (p<0,01) in individuals carrying the Xmnl1 “C/T”, BCL11A “T/T” and
HMIP “T/T” alleles together.

Keywords: SNP analyze, polymorphism, haemoglobinopathy, sickle cell
anemia, f-thalassemia, tetra-primer ARMS, RT-PCR.
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1. GIRIS

Eritropoez, kirmizi kan hiicrelerinin hematopoetik kok hiicreler ve progenitor
hiicrelerin adim adim farklilasmasiyla iretildigi siirectir (1). Eritropoez siireci
Eritropoetin hormonu tarafindan uyarilirken, sicaklik, oksijen basinci gibi faktorler
tarafindan diizenlenmektedir. Eritrosit yapimi, fetal doénemde yolk kesesinde
baslamaktadir. Gebeligin 3. ayinda eritropoez merkezi karaciger olurken 7. aydan
itibaren kemik iligi eritropoez merkezi haline gelmektedir (2). Eritrositler,
proeritroblast, bazofil eritroblast, polikromatofil eritroblast, ortokromatofil (asidofil)
eritroblast evrelerini izleyerek gelisimlerini tamamlarlar. Hemoglobin yapimi
polikromatofil evresinde baslamaktadir (3).

Hemoglobin (Hb), kirmizi kan hiicrelerinde bulunan akcigerden dokulara
oksijen tagimakla gorevli bir proteindir. Hb molekiilii iki a benzer globin zinciri ve iki
B benzer globin zinciri icermektedir. Her alt birim, bir polipeptid zinciri ve molekiile
oksijen baglama yetenegi vermek i¢in yapisinda demir atomu bulunduran “heme” adh
prostetik gruptan olugmaktadir (4). Hemoglobinin a- ve B-globin zincirleri sirasiyla 16.
ve 11. kromozom {izerindeki iki gen kiimesi tarafindan kodlanmaktadir. Bu genler
tizerinde meydana gelen cesitli mutasyonlar ve delesyonlar hatali/eksik globin zincir
iiretimine ya da Hb molekiiliinde yapisal anormalliklere neden olarak Diinya iizerinde
en sik rastlanan genetik hastaliklar olan Hemoglobinopatilerin olusumuna neden
olmaktadir.

Hemoglobinopatiler, diinyada, 6zellikle de sitmanin endemik oldugu bdlgelerde,
en sik goriilen genetik hastaliklardir (5-7). Hemoglobinopatilerin patofizyolojisini
hemoglobinin globin zincirlerindeki yapisal degisikliklerin neden oldugu anormal
Hb’ler ya da globin zincir ekspresyon bozukluklari olan talasemiler olugturmaktadir (8).

Talasemiler, Hb molekiiliiniin iki globin zincirinden biri olan a- ve B-globin
ekspresyonunun azalmasi ya da hi¢c olmamast sonucu olusan hastaliklardir.
B-talasemilerin %951, B-globinin anormal RNA transkripsiyonuna, islenmesine ya da
kararliligmma neden olan nokta mutasyonlarindan ya da anormal proteinlerin
tiretilmesiyle sonuglanan anlamsiz mutasyonlardan kaynaklanir. B-talasemi, mutasyona
ugramis alelden hicbir p-globin zincirinin iiretilmedigi p’-talasemi ya da azaltilmis

miktarlarda B-globin zincirinin iiretildigi f -talasemi gibi simiflandirilabilir. iki p° aleli



olan bireyler (homozigot), B-talasemi major olarak adlandirilan hastaligin en siddetli
formuna sahiptir ve siirekli kan transfiizyonu gerektirir. Sonug olarak transfiizyona
bagimli P-talasemilerde, selasyon tedavisi gerektiren, ciddi transfiizyonel demir
yiiklemesi ve kisalmis yagam beklentisi goriiliir (7).

Orak hiicre anemisi (OHA), B-globin genindeki tek bir mutasyonun neden
oldugu Hemoglobin S (HbS) adi verilen anormal bir hemoglobin iiretimine yol agan,
oksijensiz ortamda polimerize olan ve kirmizi kan hiicrelerinin oraklagsmasina neden
olan genetik bir hastaliktir. Oraklasmis eritrositler, ¢ok kirllgan ve katidir. Bunun bir
sonucu olarak hastalarda sik ve tekrarlayan vazo okliisif kriz (VOK)’ler gelisir (9,10).

Fetal hemoglobin (HbF), 2a ve 2y zincirinin tetrameridir. y-globin zincirleri, 11.
kromozomun p kolu i¢indeki hemen hemen 6zdes 2 gen (HBG1 ve HBG2) tarafindan
kodlanir. HbF gebelikten dogum sonrasi ilk 1 ila 2 aya kadar baskin hemoglobindir (11-
13). Dogumdan sonra, y-globin sentezi yerini B-globin sentezine birakir ve HbF
seviyeleri azalir, yetiskin caglarda %1 seviyelerine iner. Ancak cogu P-talasemili
hastada y-globinden B-globin ekspresyonuna gecikmeli bir ge¢is vardir ve daha sonra
HbF seviyeleri normalin iizerinde seyreder (14). Cok sayida klinik c¢alisma,
yetiskinlerde HbF miktarindaki bireysel varyasyonlarin OHA ve B-talasemide diisiik
morbidite ve mortalite ile iliskili oldugunu gostermistir (11-13). Bu bakimdan
yetigskinlerde HbF sentezinde rolii olan genetik varyasyonlar dnem arz etmektedir.
Gilintimiize kadar HbF ifadesiyle iliskili bulunan ¢ok sayida tek niikleotid polimorfizmi
(Single Niikleotid Polymorphism; SNP) varligi belirlenmis, bunlarin popiilasyonlar
arasinda farkli dagilima sahip oldugu gosterilmistir. HbF ifadesiyle iliskili oldugu
bilinen polimorfik boélgeler arasinda HBG2 lokusu {iizerindeki Xmnl, kromozom 2
tizerindeki BCL11A (BRG1-Associated Factor (BAF) Chromatin Remodeling Complex
Subunit) ve kromozom 6 iizerindeki HMIP (Hsp70 subfamily B suppressor 1 like gene
(HBS1) Like Translational GTPase; HBSIL-MYB) SNP’lerini igeren QTL
(Quantitative Trait Loci)’ler yer almaktadir (15).

Ulkemizde kayitli olan B-talasemi majér ve HbS hastalari, Akdeniz bdlgesinde
ozellikle Adana, Antalya ve Mersin illerinde yayilim gostermektedir. Ulke genelinde B-
talasemi tastyiciligt ve HbS siklig1 sirasiyla %2,1, %0,03’tiir (16). Bu bolgelerde
dolayisiyla lilkemizde B-talasemi ve HbS sikliginin yiliksek olmasi, hastalarin erken tani

ve tedavi siirecine erken yaslarda baslanmasi, bireylerin yasam kalitesini korumak i¢in



onem gostermektedir. Bolgemizde hastaliklara sik olarak rastlansa da heniiz bu
bolgedeki HbF varyasyonlar1 ve bu varyasyonlarin HbF diizeyiyle ilgili yeterli ¢calisma
yapilmamistir. Verilen bilgiler 1518inda, tasarladigimiz bu calisma ile bolgemizde kan
transflizyonuna bagimli B-talasemi ile HbS’li hastalarda, BCL11A, Xmnl ve HMIP
SNP’lerinin HbF diizeyini ne yonde etkiledigini belirlemeyi amagladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Eritropoez

Eritropoez, eritropoietik kok hiicrelerin, olgun ¢ekirdekli kirmizi kan hiicresi
iiretmek igin farklilastig1 dinamik, ¢ok asamali bir siirectir (17). Insan viicudu eritropoez
stireci boyunca her saniye 2 milyon eritrosit iiretmektedir.

Embriyonik donemde eritrosit yapimi 3. haftada yolk (vitellus) kesesinde baglar.
Bu eritroid hiicreler g¢ekirdekli ve kisa Omiirliidiir. Sonrasinda ventral mezodermin
aorta-gonad-mezonefroz (AGM) bdlgesinde fetal ve yetiskin yasam boyunca kalici olan
hematopoetik kok hiicreler (HKH) ortaya ¢ikar. Bu hiicreler, karin duvarindan fetal
karacigere gog¢ eder ve gebeligin yaklasik 60. giiniinde ilk fetal eritrositler, embriyonik
eritrositlerin yerini almak {izere dolagima salinir (18). Fetal gelisim sirasinda HKH’ler,
normal yetigkin yagaminin geri kalani igin eritropoez bdlgesi olan kemik iligine goc
eder. Dogum sonrasi ilk aylarda, kemik iliginde iiretilen yetigkin kirmizi kan hiicreleri,
fetal hiicrelerin yerini alir (19).

Postnatal donemde eritropoez, eritroid Onciil hiicrenin eritropoetin, IL3, 1L4
etkisiyle megokaryositik/eritrosit progenitér (MEP) hiicreye doniistimiiyle baslar.
MEP’ten, GATAI1 transkripsiyon faktoriiniin etkisiyle proeritroblast olusturulur.
Proeritroblastlar mitoz ile boliinerek bazofilik eritroblasti olusturur. Hemoglobin sentezi
bu asamada baslar. Bu evreden sonra hiicre hem bazofilik hem de eozinofilik olarak
izlendigi polikromatofilik eritroblast evresine girer. Bir sonraki asamada hiicre, daha
fazla mitoz boliinme gecirmeyerek ortokromtofilik eritroblast (normoblast) olarak
karsimiza ¢ikar. Bu asamadan sonra hiicre ¢ekirdegi disar1 atilir ve Hb sentezine devam
eden polikromatofilik eritrosit (retikiilosit) olusur. Retikiilositler dolasima girerler ve
olgunlasma siiregleri devam eder. Insanlarda retikiilositlerin olgunlagma siirecini

tamamlamasi yaklagik 1 hafta siirer (20).



2.2. Hemoglobin Molekiilii’niin Yapisi ve Islevi

Hb, her biri 141 aminoasit kalintisindan olusan iki a-globin zinciri ve her biri
146 aminoasit kalintisindan olusan iki B-globin zinciri olmak iizere dort polipeptid
zincirinden olusan tetramerik yapida bir proteindir (21). Memelilerde eritrositlerin kuru
iceriginin (agirlikca) yaklasik %96’smi1 ve toplam icerigin (su dahil) yaklasik %35’ini
olusturur (22). Hb’nin temel islevi oksijeni (O;) akcigerlerden periferik dokulara ve
karbondioksiti (CO,) dokulardan akcigere tagimaktir. Hb molekiilii, globin ad1 verilen
protein katmani ve hem halkasindan olusur (Sekil 1). Hb molekiiler agirliginin %96’sin1
olusturan globin proteinleri, degisken miktarlarda amino asit dizisi igerseler de hepsi a
sarmalindan olusan 6zdes ikincil yapilara sahiptirler (23). a-globin ailesi tiyeleri, yedi a-
helix segmentine sahipken B-globin ailesi, sekiz a-helix segmentine sahiptir Segmentler
A’dan H’ye kadar olan harflerle isimlendirilir. a;f; aras1 30 amino asit kalintisindan
olusurken, a;f3; arast 19 amino asit kalintisindan olusur. Katlanmis a-helix segmentleri
birbirlerine B doniislerinin kisa boliimleriyle baglanirlar. Tiim globin proteinlerindeki
polipeptid zincirlerinin sarmal segmentleri, bir dizi hidrofobik etkilesim ve hidrojen

baglari ile kararli bigcime getirilerek tigiinciil yapiy1 olustururlar (24).

Sekil 1. (A) Hb molekiiliini yapist (25). (B) Hem’in yapist ve proksimal, distal Histidin kalintilarina
baglanmasi (26). (C) Hb’nin o alt biriminin a-sarmal yapist (25). (D) Hb’nin f alt {initesinin
a-sarmal yapisi (25).



a- ve B-globin alt birimlerinin her biri hem prostetik grubuna baglanirlar. Hem,
yapisinda bulunan demir (Fe™) atomu ile globin zincirlerinde F ve H sarmallar arasinda
proksimal Histidin kalintilar1 arasindaki koordinasyon bagi ve kendi ¢evresinde bulunan
bir dizi amino asit arasindaki ¢ok sayida non-kovalent etkilesimlerle yerinde tutulur
(24). Hb molekiiline O, baglanmasi i¢in hem demirinin ferréz (Fe™) olmasi
gerekmektedir (27). Erigkin bireylerde hem halkasi ayni olup globin yapis1 farkli olan 3
tip Hb (HbA,, HbA, ve HbF) bulunmaktadir.

2.3. insan Hemoglobin Genleri

Molekiiler diizeyde Hb sentezi, 16. (a-benzer globinleri kodlayan) ve kromozom
11. (B-benzer globinleri kodlayan) kromozomlar {izerindeki iki multigen kiimesi
tarafindan kontrol edilir. Bu genler, her kiimede farkli Hb tiirleri tiretmek igin gelisim

sirasinda ifade edildikleri sirayla kromozom boyunca diizenlenir (28).

2.3.1. a-globin gen kiimesi (HBA)

Telomerden sentromere dogru C, w&, way, ya, oy, o; ve 0; seklinde siralanmig 3
gen ve birka¢ psddo gen igermektedir (Sekil 2). Her birey 2 kromozom 16’ya sahip
oldugundan, toplam 4 islevsel a-globin geni vardir. a,- ve a;-globin genleri, 141 amino
asit kalintisinin aynmi1 a-globin zincirlerini kodlarken a,-globin geni, muhtemelen
kodlama dizilerine yakin farkli promotor dizilerinin etkisinden dolayi, a;-globin genine
gore lretilen a-globin zincirlerinin iki katin1 olusturur. Bunun bir sonucu olarak a, gen
mutasyonlari, genellikle a; globin geni iizerindeki ayn1 mutasyonlardan daha fazla yan
etki ile iliskilidir. o kiimesi genlerinin gelisim evresine 0zgii ekspresyonlarini
tanimlayan iki o6zelligi vardir; {-globin ekspresyonunun susturulmasi ve embriyonik
donemden fetal doneme geciste a-globin ekspresyonunun indiiklenerek fetal ve erigskin
yasam boyunca siirekli yiiksek seviyede ekspresyonudur. a; ve a, genlerinin niinde,
genlerin calisma hizini belirleyen, transkripsiyon faktérleri icin bir dizi DNaz’a asir1
duyarli bolgeye ve baglanma bolgesine sahip, yaklasitk 40 kb’lik HS40 bolgesi
bulunmaktadir. a-globin gen kiimesi, ortalama olarak %54 oraninda GC bakimindan

zengindir (29,30).
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Sekil 2. a-globin gen kiimesinin genomik yapisi (31).

2.3.2. B-globin gen kiimesi (HBB)
Kromozom 11’in kisa kolunda, 70 kb uzunlugunda, gelisimsel ekspresyon

sirasina gore diizenlenen €, Gy, Ay, o, B ve yP olmak iizere bes aktif gen ve bir psddo
genden olugmaktadir (30). Globin genlerinin her biri, geni uygun zamanda ve dokuda
calistirmak i¢in gerekli olan kendi diizenleyici proteinlere sahiptir. Bu diizenlemelere ek
olarak, kiimenin tamaminin kontroliinii saglayan ve gen kiimesinin baslangicinda
bulunan LCR (Lokus Kontrol Bolgesi) olarak adlandirilan DNA diizenleyici diziler
bulunmaktadir (Sekil 3).

5'HS t ti t i € Gy Ay d B 3'HS-1
OR=***» B H B B l. ...... OR

LCR Embryonic Fetal Adult

Sekil 3. B-globin genlerinin ve LCR’nin fiziksel temsili (32). (OR: Olfactory Receptor)

LCR, transkripsiyon faktorii baglanma boélgeleri i¢in yiiksek afiniteye sahip
(AT)x Ny (AT), gibi palondrinomik diziler ve kusurlu tekrarlar igeren filogenetik olarak
korunmus ¢oklu asir1 duyarl bolgelerden (HS1, HS2, HS3, HS4, HS5) olusur. B-globin

lokusu i¢in 6nemli bir diizenleyicidir (33).



2.4. Globin Genlerinin Gelisimsel ifadesi ve Globin Degisimi

Fetal gelisim ve yenidogan yasaminin ilk 6 ay1 sirasinda, “hemoglobin degisimi”
ad1 verilen karmasik bir globin gen ekspresyonu paterni olusur (34). Bu siirecte cesitli
globin genlerinin, gelisim sirasinda ekspresyonlarinda degisiklik gdzlenir. Embriyonik
globin sentezi, gebeligin 3.-8. haftalar arasinda yolk kesesinde Hb Gower I ({2€2), Hb
Gower II (a2¢€2) ve Hb Portland ({272) iiretimiyle baglar (Sekil 4).

Besinci gebelik haftasindan itibaren ana hematopoez bolgesi fetal karacigerdir.
HbF (0,y,) fetal yasam boyunca baskin hemoglobindir ve dogumda toplam
hemoglobinin %70’ini olusturur, ancak yetiskin yasaminda HbF toplam hemoglobinin
%1’inden azin1 temsil eder. B zincirleri erken gebelikte tespit edilebilmesine ragmen,
sentezleri ancak dogum zamanma yakin 6nemli hale gelir. Ug aylikken, mevcut
hemoglobinin neredeyse tamami yetiskin tipindedir (HbA). d zincirinin sentezi
dogumdan sonra da devam eder, ancak HbA, (0,9,) hi¢bir zaman yetiskin hemoglobinin

yaklasik %2’sinden fazlasini olusturmaz (28).
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Sekil 4. Fetiiste ve bebekte eritropoez gelisimi (28).

Bu siire¢ klinik olarak 6nemlidir, ¢iinkii HbF {iretiminin kalicilig1 ya da yeniden
etkinlestirilmesi, P-talasemi ve orak hiicre hastaligi gibi kalitsal B-globin gen

bozukluklarinin semptomlarinin siddetini azaltmada olduke¢a faydalidir (35-37).



2.5. Hemoglobinopatiler

Hemoglobinopati, Hb molekiiliiniin yapisal bozuklugu ya da az iiretimiyle
karakterize dilinya {izerindeki en yaygin kalitsal tek gen hastaligidir (38).
“Hemoglobinopati” terimi tiim genetik Hb bozukluklarini igermektedir. Talasemi
sendromlar1 ve yapisal hemoglobin varyantlar1 olmak iizere iki ana tiirii vardir. Dogal
se¢ilim nedeniyle sitmanin endemik oldugu boélgelerde (Akdeniz, Asya ve Afrika)
yaygin goriilmekle birlikte gécler nedeniyle endemik olmayan Avrupa, Kuzey Amerika
ve Avustralya’da giderek daha yaygin hale gelerek kiiresel bir saglik sorunu haline
gelmistir (39). Diinya Saglik Orgiitii’'ne gore, diinya niifusunun yaklasik %5,2’si ve
gebe kadinlarin %7’sinden fazlas1 6nemli bir varyant tasimakta ve ¢iftlerin %1,1°1 Hb

bozuklugu olan ¢ocuklara sahip olma riski altindadir (40).

2.5.1.p-Talasemi

Talasemi (Akdeniz anemisi), ilk kez 1925 yilinda, siddetli anemi, karaciger-
dalak biiyiimesi, gelisme geriligi ve cocuk cagi dliimleri gozlenen Italyan cocuklari
inceleyen Detroitli hekim Thomas Benton Cooley tarafindan tanimlanmistir. Daha
sonralar1 bulan kisiye adanarak Cooley Anemisi olarak isimlendirilmistir. Talasemi,
Akdeniz’i ¢evreleyen bolgelerde yasayan insanlarda baskin olarak goriildiigli icin
kapsayici bir terim olarak Yunanca “deniz” anlamina gelen -thalassa ve “kan” anlamina
gelen -haemia kelimelerinin birlesiminden olusan bir kelimedir (41). 1946 yilinda
talasemiye anormal Hb yapisinin neden oldugu bulunmustur. Her yil yaklasik 68.000
cocuk cesitli talasemi sendromlariyla dogmaktadir (42).

Talasemiler, Hb molekiiliiniin globin zincirlerinden a-globin ya da B-globin
zincirlerinin tiretimindeki kusurlardan kaynaklanmaktadir. Globin zincir sentezinin
azalmasi ya da olmamasi, a gen kaynakli ise a-talasemi, B gen kdkenli ise B-talasemi
olarak adlandirilmaktadir.

B-talasemiler, heterojen otozomal resesif kalitsal anemilerdir. Diinya genelinde
80 ila 90 milyon kisinin (kiiresel niifusun %1,5°1) tastyicit oldugu rapor edilmistir (43).
“Cooley anemisi” ve “Akdeniz anemisi” olarak da adlandirilan B-talasemi, klinik olarak
3 simifa ayrilir: B-talasemi major (TM), B-talasemi intermedia (TT) ve B-talasemi mindr

(44).



2.5.1.1. B-Talaseminin Molekiiler ve Hiicresel Patolojisi

Gelisimin her asamasinda o- ve P-benzer globin zincirlerinin sentezi denge
halindedir. B-globin sentezi normalde iki gen (kromozom 11’in her bir kopyasinda bir
tane) tarafindan kontrol edilir. Bir § genini etkileyen mutasyon (B-talasemi tastyiciligi)
genellikle klinik olarak 6nemli bir soruna neden olmazken her iki B geninde zararli
mutasyonlar1 kalitsal olarak tasiyan hastalarda siklikla siddetli anemi goriiliir (43).
B-talasemideki ana patofizyoloji, yetiskin hemoglobini (a2f,) olusturmak icin a-globin
zinciriyle eslesecek yetersiz B-globin zincirlerinin sentezinden kaynaklanir. Fazla o-
globin zincirleri eritroid oncii hiicrelerde ¢okerek diseritropoeze neden olur ve olgun
eritrositlerde membran hasarmma ve hemolize neden olur (45). Eritropoezdeki bu
degisiklikler, uzun vadeli organ hasarina yol acan tiim ikincil bozukluklara (anemi,
splenomegali, kemik iligi genislemesi ve kemik iligi deformiteleri, hipermetabolik

durum ve demir birikimi) neden olur (Sekil 5)

A
v
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1 v
o globin p globin
| |
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lu-globin zincirleri HbA
B

Anemi Kemik iligi genislemesi
Kemik deformiteleri Hipermetabolik durum Demir birikimi

Sekil 5. B-talaseminin patofizyolojisi. (A) B-talasemide anormal globin sentezi. (B) Bir eritroblast (solda)
ve olgun bir kirmizi hiicrede (ortada) o-globin zincirlerinin ¢dkelmesini gosteren elektron
mikrograflar1. Siddetli B-talasemili hastanin (sagda) tipik kan filmi (18).
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B-talaseminin siddeti, iliskili oldugu molekiiler kusurlar (B’- ve B'-talasemi
kombinasyonlar1) tarafindan belirlenir. Bununla birlikte uzun yillardir, B-globin
genlerinde homozigot olarak 6zdes molekiiler kusurlara sahip hastalarin, neden bu kadar
farkli fenotiplere sahip olabildikleri konusu arastirilmaktadir. Baz1 hastalar diizenli kan
transfiizyonuna ihtiyag duyarken (P-talasemi major), digerleri (bazi [-talasemi
intermedia olgular) transflizyondan bagimsizdir (45). Bu nedenle bu dogal varyasyonun
genetik temelinin anlasilmasi, hastalik kliniginin iyilestirilmesi i¢cin 6nemlidir.

Klinik ve genetik ¢aligmalar, TM klinigini hafifletici iki Onemli noktay1
vurgulamaktadir. Bu noktalardan ilki, a-talaseminin B-talasemi ile birlikte kalitimi olup
hafif fenotip ile iliskilendirilmistir. a-talasemi, serbest a-globin zincirlerinin havuzunu
azaltarak o-globin zincir c¢oOkeltilerini engellemektedir. Bu sekilde eritrosit ve
onciillerine verilen hasar azaltilmaktadir (46). ikincisi ise yetiskinlerde artan fetal y-
globin zincir sentezini arttiracak herhangi bir bozuklugun birlikte kalitimi, hafif bir
fenotip ile iligkilendirilmistir. y-globin zincirleri, fetal Hb (oyy2) olusturmak i¢in fazla
a-globin zincirlerine ortak olarak tamamen islevsel Hb iiretimini arttirarak serbest

a-globin zincirlerinin havuzunu azaltmaktadir (45).

2.5.1.2. B-Talaseminin Epidemiyolojisi

Diinya Saglhk Orgiitii (DSO), diinya niifusunun yaklasik %1,5’inin B-talasemi
tastyicisi olabilecegini ve her y1l yaklasik 60.000 bebegin ciddi B-talasemi hastas1 olarak
dogdugunu belirtmistir (47). Ozellikle Akdeniz, Orta Dogu, Orta Asya, Hindistan ve
Giiney Cin’de yaygin olarak goriilmesi, bu bolgelerde bu mutasyonu tagimanin bir
istiinliik olabilecegini  diislindiirmektedir. Kapsamli epidemiyolojik ¢alismalar,
falciparum malaria sitmasimin endemik oldugu bdlgelerde B-talasemili bireylerin bir
sekilde korundugunu gostermistir (48). Bu durum, hastaligin dogal secilim yoluyla
yuksek tastyict sikligini agiklasa da sik akraba evliliginin bu alanlarin ¢ogunda talasemi
goriilme sikligina katkida bulundugu g6z ardi edilmemelidir (49).

Kuzey Avrupa, Avustralya ve Kuzey Amerika’da nadir goriilen bu genetik
hastalik, artan go¢ ve seyahatle birlikte yaygin olarak goriilmeye baslamis olup bu
bolgelerde genetik danmismanlik, dogum Oncesi tam1 ve yasam boyu tibbi bakim
hizmetlerine gereksinim artmistir. Bunlara ek olarak, tan1 ve tedavi (¢ogunlukla diizenli

kan nakli) maliyetlerinin yiiksek olusu gelismekte olan iilkelerin saglik biitcelerini
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asmaktadir. Bu durum [-talaseminin mevcut klinik seyrinin hafifletilmesine yonelik

caligmalarin 6nemini bir kez daha vurgulamaktadir (50).

2.5.1.3. B-Talaseminin Klinik Fenotipleri

B-talasemili hastalarda ti¢ tip klinik fenotip bulunmaktadir; major, intermedia ve
mindr. Bu fenotipler, etkilenen B-globin genlerinin ekspresyonunu azaltan (B -talasemi)
ya da ortadan kaldiran (Bo—talasemi) 200’den fazla farkli mutasyonla iliskilidir (51).

B-talasemi major (TM), B-globin zincirinin, homozigot ya da ¢ift heterozigot
mutasyonlaria bagl olarak yoklugu (B°) veya azligi (B") ile karakterize otozomal
resesif gecisli bir hastahiktir. Homozigot B’-talasemili bireylerin komplikasyonlar:
genellikle yasamin 3-4 ay1 arasinda ortaya ¢ikmaktadir. Bu hastalarda kan transfiizyonu
ana tedavi yoOntemidir. Ancak mutasyonun tiiriine ve HbF {iretimine bagli olarak
transfiizyon ihtiyaci 2 yasma kadar ertelenebilmektedir. Yeterli transflizyon tedavisi
almayan bireylerde biiylime geriligi, hepatosplenomegali, hipersplenizm, kemik iligi
biiylimesine bagli kemik degisiklikleri, talasemik yiliz (maksiller hiperplazi, frontal
bosluk) gelisir (52).
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Sekil 6. B—talasemi komplikasyonlar1 (53).
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Hastalarda transfiizyon kaynakli olarak, asir1 demir yiliklemesine baglh
komplikasyonlar gelisebilmektedir (Sekil 6). Cocuklarda asir1 demir yiiklemesinin
komplikasyonlar1 arasinda biiyiime geriligi ve gecikmis cinsel olgunlasma
goriilmektedir. Transflizyonun devamiyla birlikte ilerleyen donemlerde, asiri demir
yiiklemesi ile ilgili komplikasyonlar arasina kalp (dilate miyokardiyopati veya nadiren
aritmiler), karaciger (fibrozis ve siroz) ve endokrin bezleri (diabetes mellitus,
hipogonadizm ve paratiroid, tiroid, hipofiz ve daha siklikla adrenal bezlerin yetersizligi)
tutulumu yer alabilmektedir (53).

B-talasemi intermedia, belirgin bir genetik ve klinik heterojenite ile
karakterizedir. Klinik fenotip, siddetli, transflizyona bagli TM ve asemptomatik
tagtyicilik  durumu arasinda degismektedir. p-talasemi intermedia hastalarinda
bulunabilecek baslica klinik komplikasyonlar arasinda safra taglari ile birlikte eritroid
iligin hipertrofisi yer almaktadir (54).

B-Talasemi minor (tasiyici) hastalar genellikle klinik olarak asemptomatiktir

(55).

2.5.2.0rak Hiicre Anemisi (OHA)

Normal yetiskin Hb’nin yapisal bir varyanti olan OHA, B-globin zincirinin 6.
pozisyonunda tek bir aminoasidin yer degistirmesi (B 6Glu—Val) sonucu olusan ve
karakteristik HbS {iretimiyle sonuclanan kalitsal bir hemoglobinopatidir (56). HbS
yalnizca tek bir ebeveynden kalitildiginda, heterozigot (AS) olarak dogan g¢ocuk
genellikle asemptomatik bir tasiyicidir. Her iki ebeveynden kalitildiginda ise,

homozigot (SS) olarak dogan ¢ocuk OHA hastasidir (Sekil 7).
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Sekil 7. OHA genetik aktarimi (62).

HbS diinya ¢apinda en yaygin patolojik Hb varyantidir (57). Bilinen tedavi
yontemleri maliyetli oldugundan, diisiik gelirli iilkelerde OHA ile dogan cocuklarin
bliyiik ¢ogunlugu 5 yasindan once Slmektedir. Dogal secilimin bu mutasyonu insan
popiilasyonundan temizleyebilecegi diisiiniilse de beklentilerin aksine HbS’nin alel
frekanslart %15’in iizerinde gozlemlenmektedir (58). 1949 yilinda Haldane ve
arkadaslari, 1954 yilinda Allison ve arkadaglari tarafindan, bu tiir hastaliklarin,
heterozigotlarda Plasmodium falciparum (sitma) enfeksiyonuna karsi korunmada
sagladig1 segici bir avantajdan kaynaklanabilecegi One siiriilmiistiir (59, 60). “Sitma
hipotezi” olarak adlandirilan bu hipotez, baslangicta Akdeniz bdlgesinde talasemi ve
sitmanin dagilim1 arasindaki cografi uyumu acgiklamak i¢in Onerilmis, sonrasinda

Sardunya, Malezya ve Kenya dahil olmak tizere bircok bolgede dogrulanmistir (61).

2.5.2.1. OHA Mekanizmasinin Patofizyolojisi

Eritrositlerdeki oraklasma, p-globin geninin amino (-NH;) ucunun 6.
konumundaki mutasyon sonucu Adenin bazinin [GAG (Guanin-Adanin-Guanin)] Timin
bazi [GTG (Guanin-Timin-Guanin)] ile yer degistirmesiyle Glutamik asit yerine Valin

gelmesi sonucu ortaya c¢ikar (62,63). Valin hidrofobik bir aminoasittir.
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Deoksijenizasyon sirasinda, Valin hidrofobikligi Hb molekiiliiniin polimerizasyonunu
kolaylastiran B-zincirlerinin hidrofobik bdélgelerini ¢eker. Sonug¢ olarak farkli
deoksijenize HbS tetramerleri birbirlerine baglanir. Bodylece HbS polimerinin
cekirdeklenmesini (kritik ¢ekirdek olarak bilinen kritik kiitle) baslatir. Olusan HbS
polimerleri, hiicresel sertligi artiran ve eritrosit zarin1 bozan uzun lifler olusturmak
lizere hizla biiyiir, bu da eritrosit oraklasmasina neden olur (64,65). Eritrosit, oksijen ile
tekrar karsilastiginda bikonkav sekline geri doner. Ancak polimerizasyonun
tekrarlanmasi, eritrosit membraninin kalict olarak zarar gérmesine neden oldugunda,

oraklagsma geri doniistimsiiz olur ve yar1 omrii 12 giine diiser.

Oksijene Deoksijene Dehidrate, Oraklasmis

© P Nt

Sekil 8. Deoksijene HbS polimerizasyonu ve oraklagmis eritrosit (66).

2.5.2.2. OHA’nin Yaygin Klinik Komplikasyonlar:

OHA, kardiyovaskiiler, lireme, pulmoner, renal, hepatobiliyer gibi viicudun
cesitli sistemlerinde c¢ok cesitli komplikasyonlara ve norobiligsel islev bozukluguna
neden olabilir. OHA’da hastane yatislarinin klinik 6zelligi ve birincil nedeni vazo-
okliisif krizlerdir. Bu krizlerin sebebi, oraklasan hiicrelerin artan adhezyonuyla birlikte
damarlarda mikrovaskiiler tikanikliklara neden olarak iskemik/reperfiizyon hasari ile

kan akisini bloke etmesidir (67).
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Sekil 9. OHA nin gesitli komplikasyonlari (68).

2.6. Fetal Hemoglobin Diizeyini Etkileyen Mekanizmalar

Fetal Hemoglobin (HbF, a,y»), fetal hayatin baskin hemoglobinidir. HbF, HBB
gen kiimesinin pargasi olan iki gen (HBG1, HBG2) tarafindan kodlanmaktadir. Bu
genlerden embriyonik donemde iki farkli gama =zinciri sentezlenmektedir; 136.
pozisyonda Glisin bulundugunda Gy, Alanin bulundugunda Ay sentezlenir (69). Hem
fetal hem de yetiskin Hb, a-globin zincirleri igerdiginden fetalden yetiskin Hb iiretimine
gecis, aslinda y-globinin B-globin ekspresyonu ile yer degistirmesidir. Dogumdan 6 ay
sonra HbA, baslica Hb haline gelir ve HBB’yi etkileyen mutasyonlar, 6rnegin (-
talasemi ve OHA, klinik olarak belirgin hale gelir. Bununla birlikte, yiiksek HbF
seviyelerinin, OHA ve [-talasemili hastalarda daha hafif hastalik seyri ve daha az
komplikasyonla iliskili klinik faydalar sagladig:1 bilinmektedir (45). HbF’nin iyilestirici
etkisi, HbF sentezinin yeniden etkinlestirilmesi i¢in farmakolojik ve gen transferine
yonelik farkli yaklasimlar1 6zendirmistir. Mevcut olarak kullanilan terapdtik ajanlar
toksisiteleri ile sinirlidir ve gen tedavisi halen gelistirilme asamasindadir (70). HbF
tiretiminin bu degigkenligine katkida bulunan genlerin ve genetik varyantlarin ve
bunlarin rol aldiklart molekiiler mekanizmalarin tanimlanmasi, yeni terapotik hedefler
belirlenmesine ve HbF iiretimi i¢in yeni farmasotik yaklagimlarin gelistirilmesine katki

saglayabilir (71).

16



Tiim yetiskinler, hayatlar1 boyunca %]1’in altinda HbF iiretme yetenegini korur
(72). Yetiskinlerde kalan HbF miktarlar, eritrositler arasinda heterojen bir sekilde
dagilir; Olciilebilir miktarlar igerenler F hiicreleri olarak adlandirilir. F hiicreleri,
yetigkin ortalama hiicre hacmine (MCV= 80-95 fL) sahip tipik yetigkin hiicrelerdir, fetal
hiicreler ise ¢ok daha biiyiiktiir (MCV ~125 fL). HbF bir F hiicresindeki toplam Hb’nin
yalnizca bir kismin1 olusturur, Hb’nin ¢ogunlugu HbAdir. ikizlerde yapilan ¢alismalar,
HbF ve F hiicresi diizeylerinin 0,89 kalitim derecesiyle yiiksek oranda genetik olarak
kontrol edildigini goOstermistir. Ancak bu genetik kontroliin tek bir lokustan
kaynaklanmadigi, bunun yerine farkli kromozomlardan gelen birden fazla gendeki
varyasyondan kaynaklandigi diistiniilmiistiir (73,71). Yetiskin donemde HbF iiretiminin
devami ile betimlenmis, HbF’in kalitsal kaliciliginin (Hereditary Persistence of Fetal
Haemoglobin: HPFH) bireysel farkliliklar gosterdigi bilinmektedir (73). HPFH’deki
bireysel farkliliklar, HBB gen kiimesindeki biiylik delesyonlardan ya da HBG geninin
promotorlerindeki mutasyonlardan kaynaklanir (73). Bu mutasyon ve delesyonlar
arasinda HBG2 lokusunda Xmnl, kromozom 2 iizerindeki BCL11A ve kromozom 6
tizerindeki HMIP SNP’lerini iceren QTL (Quantitative Trait Loci)’ler yer almaktadir.

2.6.1. Xmn1-HBG2 Polimorfizmi

1985 yilinda, HBG2’nin promotorunda bulunan -158 pozisyonundaki C/T
polimorfizmi (Xmnl-HBG2 ya da rs7482144 olarak da bilinir.) tanimlanmis olup,
HBG2 ekspresyonunu destekleyerek HbF seviyesinin yiikselmesine katkida bulundugu
gosterilmistir. Sonrasinda farkli popiilasyonlarla yapilan caligmalar, Xmnl-HBG2 T
alleli ile artan HbF arasindaki iliskiyi dogrulayarak, OHA ve B-talasemili bireylerde bu
polimorfizmin hastalik komplikasyonlarin1 hafiflettigi gosterilmistir (74,75). Insan
eritroid progenitdr hiicreleri iizerinde yapilan caligsmalar, Hidroksiiire tedavisinin -
globin geninin ekspresyonunu indiikleyerek HbF seviyelerini arttirdi§in1 gostermistir.
Ayrica T allelinin Isvigre tipi HPFH ile iliskili oldugu belirtilmistir (76).

Xmn1-HBG?2 polimorfizmindeki ¢ogu tek nokta mutasyonu (SNP), yiiksek HbF
seviyesi ile iligskiliyken HbF’in Hidroksilire tedavisine duyarlili§i, hematopoietik
hiicreleri stres kaynakli 6liimden koruyan ve eritroid farklilasmasina iten segeneksel

yollarla diizenlenir (76).
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Panselliiler HPFH’ye neden olan ve tasiyicilarda artan HbF seviyeleri ile iligkili
olan HBG promotorlerindeki diger SNP’lerin aksine, Xmn1-HBG2 SNP’si, B-talasemi
ve OHA tasiyicilar lizerinde minimum etkiye sahiptir. Ancak agir anemili bireylerde
HbF iiretimini klinik siddeti hafifletebilecek seviyelere onemli olgiide arttirmada rol
oynar (77). Xmnl-HBG2 bdlgesi ¢ok sik oldugu igin (Avrupalilar, Afrika ve Asyali
Kizilderililer dahil ¢ogu popiilasyon grubunun %30’unda bulunur.) HbF ve F hiicreleri

diizeylerindeki degiskenligin 6nemli bir boliimiinii olusturur.

0% &Y, ay 8, a8,
(HbF) (HbA,) (HbA/HDS)

HBE HBG2  HBG1' HBBP1 HBD HBB

(pseudogene)

—H— -7 - AR ——

N\
N

B globin haplotype ~ Hincll  Xmni HindM  HindIll  Hincll  Hincl Avall Hpal BamH
HbS-Senega e ® ] $] @ @ @ @ (C]
HbS-Benin S O © e e @ & © @
HbS-Bantu (CAR) (e (o) @ (@] © (@) s @ ®
HbS-Arab/Indian @ @ @ © ® @ & @ ©

‘Swiss Type’ HPFH © ® @ oL @ ® @ m @

Sekil 10. Kromozom 11p15.4 HBB gen kiimesi. Farkli polimorfik restriksiyon enzim bolgeleriyle HBB
kiimesinin genomik organizasyonu. Cesitli bolgelerden PBs geni ile iliskili haplotipler
gosterilmistir. HbS Senegal, HbS-Arab/Indian haplotipleri Xmn1-HBG2 varyantini tasir (71).

Genotipik analizler, Xmnl-HBG2 boélgesinin toplam F hiicresi varyantinin

%13-32’sini olusturdugunu gdstermistir (78).

2.6.2. Kromozom 623 Uzerinde HMIP Lokusu

Hematopoietik 6zelliklere sahip SNP’ler, kromozom 6q23°te HBS1L (Hsp70
subfamily B suppressor 1 like gene) ile MYB (MYB protoonkogeni) arasindaki 126
kb’lik intergenik bolgede bulunur (79). HBSIL ve MYB arasinda bulunan anlamina
gelen HMIP (HBS1L-MYB Intergenik Polimorphism) olarak da adlandirilmaktadir.
HbF seviyelerindeki genetik varyasyonlari arastiran ¢aligsmalar, bu bolgedeki SNP’lerin
bir kisminin, ¢esitli etnik kokene sahip B-talasemi ve orak hiicre anemili hastalar ve

tagtyicilarinda artan HbF degerleriyle iliskili oldugunu ortaya koymustur. HMIP
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varyasyonlari, eritrositlerin sayisini, boyutunu ve genel Hb igerigini de etkiledigi igin
onemli pleiotropik etkilere sahiptir.

Avrupalilarda yapilan caligmalarda, HBS1L ve MYB arasindaki ~79 kb’lik
bolgedeki farkli varyantlarin HbF diizeyiyle iligkili oldugu gosterilmis olup, bu bdlgede
HbF ile iliskili i¢ ayr1 bagnti dengesizligi (linkage disequilibrium; LD) gosteren
varyant blok (HMIP-1, HMIP-2, HMIP-3) tanimlanmstir (80).

Chromosome 6

HMIP 3 (23 kb)

HMIP2 (24 M) [T T
HBS1L HMIP 1 (7-5 kb) (24 kb)
(L NN |
) y [ = Ts o1 1
wz——i) — ——a Cb—z—a->

European Twins* | | | | | | | | |

Jamaican? | |

Jamaican -

African haplotypes? | I ol
African - American {

Sickle patients®

Chinese p thal | ] | | | |
Carriers*

Sekil 11. Kromozom 6q23 iizerindeki HMIP lokusu. HBSIL ve MYB genlerinin 5’kisimlarin1 kapsayan

126 kb’lik HMIP bélgesinin genomik organizasyonu (71).

Lokusun etkisinin ¢ogu yaklasik 24 kb’lik bir bolgeyi kaplayan HMIP-2
blogundaki mutasyonlardan kaynaklanmaktadir (80). HMIP-2’nin Avrupa, Asya ve
Afrika popiilasyonlarinda  gerceklestirilen  calismalarinda, yiikksek HbF ile
iliskilendirilen SNP’lerin, varyasyonlarla tekrarlanan ortak bir SNP grubundan
kaynaklandig1 goriilmiistiir (81).
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Sekil 12. Avrupalilarda HMIP-2’de HbF ile iliskili varyantlari iceren 2 ana haplotipin birlesimi (82).

Avrupa popiilasyonunda, HMIP-2 {izerine dagilmis 12 SNP alleli ile karakterize
edilen tek bir ana haplotipin HbF’yi artiran etkilerden sorumlu oldugu gosterilmistir.
Ayrica bu SNP’ler Afrika kokenli saglikli bireylerdeki F hiicrelerinin seviyeleri ile de
iliskilendirilmistir (71).

2.6.3. BCL11A Polimorfizmi

Ekotropik Viral Entegrasyon Bolgesi 9 Homologu (EVI9) ya da COUP-TF
Etkilesimli Protein 1 (CTIP1) olarak da bilinen BCL11A kromozom 2pl6 iizerinde
bulunmaktadir. Bu genin ayni ekzon 1 ve 2’yi paylasan 5 izoformu (BCLI11A-XL
(izoform 1), BCL11A-L (izoform 2), BCL11A-S (izoform 3), izoform 4 ve izoform 5)
rapor edilmistir. Yetiskin eritroid hiicrelerinde BCL11A-L ve BCL11A-XL olmak {izere
2 tiirli eksprese edilir (83).

BCL11A geni, DNA’ya baglanabilen diizenleyici bir C,H, tipi ¢inko parmak
proteini kodlar. Bu protein, kromotin yeniden modellenmesi yoluyla gen ekspresyonunu
diizenleyen SWI/SNF (SWItch/Sucrose Non-Fermentable) kompleksi ile birlesir.
Organizma tizerinde pek ¢ok isleve sahip olmasina karsin asil ilgiyi fetal-yetiskin
hemoglobin gecisinde kritik rolii nedeniyle gérmektedir.

BCLI11A, y-globini gii¢lii bir sekilde eksprese eden hiicrelerde (fetal karaciger
eritroid hiicreleri) kisa varyant proteinler olarak, y-globin geninin susturuldugu yetiskin
donemde uzun formlar olarak eksprese edilir. Bu bulgular BCL11A’nin insan y-globin

genlerinin baskilanmasinda rolii olabilecegini diisiindiirmektedir (84).
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Sekil 13. BCL11A’nin transkript varyantlari (83).

BCL11A, iki histon deasetilaz (HDACI) igceren NuRD (Nucleosome
Remodelling Deacetylation) kompleksi, niikleer matris bileseni Matrin-3, GATA-1 ve
FOG-1 eritroid transkripsiyon faktorleri ve DNA’y1 baglayan kromotin baglantili bir
protein olan SOX-6 ile olusturdugu kompleks vasitasiyla vy-globin geninin

susturulmasinda rol oynar (85).

[+ Chr.2p16.1

/M
15766432 I 154671393

© [45] O 144
B [45] ©43) © [43.44)
O (45) ©[43) © [41)

A 8CLIIA
T T T T

Sekil 14. BCLI11A ile etkilesime giren molekiillerin gosterimi (A) y-globin gen ekspresyonun BCL11A
tarafindan baskilanmasini gosteren diyagram (B) Popiilasyon ¢alismalarinda Kromozom 2 ile
en ¢ok iligkilendirilen SNP’ler (84,85,86).

BCL11A, GATA-1 transkripsiyon faktoriiniin ¢inko parmaklari araciligiyla
etkilesime girmektedir. Sankaran ve arkadaslarinin yaptig1 ¢aligmada, GATA-1’in N-

terminal ¢inko parmaginda mutasyon bulunan bir hastanin, beta talasemi ile oldukca
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ylksek HbF seviyeleri fenotipine rastlanmistir (87). Yine ayni ¢alismada, BCL11A’ nin
yikilmasinin, y-globin ekspresyonunda ve olgun HbF {iretiminde gii¢lii yiikselmelere
yol agtig1 gosterilmistir (87).

BCL11A lokusu, bugiine kadar HbF/F hiicre seviyeleri {izerinde en gii¢lii etkiyi
gostermistir. Ozellikle Cin ve Taylan kokenli B-talasemili bireylerde HbF ya da F hiicre
diizeylerini etkiledigi gosterilmistir. Sardunya popiilasyonunda, BCL11A lokusunda
rs11886868 SNP’sinin C allelleri, yliksek HbF seviyeleri ile iligkili oldugu bulunmus
olup bu popiilasyonda transfiizyona bagl talasemi major hastalarina kiyasla talasemi

intermedia hastalarinin yiiksek siklikta oldugu saptanmustir (85-87).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gere¢ ve Kimyasal Maddeler
3.1.1. Geregler

Santrifiij (Eppendorf Centrifuge 5810 R)

Vorteks (VELP)

Otomatik pipet (Gilson P-2, P-10, P-20, P-100, P-200, P-1000)
Eppendorf tiipleri

Mikroplaka Spektrofotometre (Epoch)

Elektroforez gii¢ kaynagi (Bio-Rad Power PAC 300)
Elektroforez tanki (Bio-Rad Sub-Cell)

UV Transilluminator (Vilber Lourmat)

PCR (Eppendorf, Perkin Elmer GeneAmp PCR System 9700)
Lightcycler 480 II cihazi (Rohe Kat No:5015278)
Lightcycler 480 multiwell plate 96 (Roche Kat No0:4729692)
Lightcycler 480 Sealing foil (Roche Kat N0:4729757)

Derin dondurucu (Bosch)

Mikrodalga firin (Argelik)

Saf su cihaz1 (Millipore)

GML Spin Purification Column

3.1.2. Kimyasal Maddeler

Taq Polimeraz (Vivantis, ABD)

100 b¢ “DNA Ladder” (Promega, ABD)

25 mM’lik ANTP karisimi (Vivantis, ABD)

Agaroz (Vivantis, ABD)

PCR tamponu (Biomers, Almanya)

Pure Link Genomic DNA Mini Kit (Thermo Kat No: K182002)

Etanol
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® High Pure PCR Template Extraction Kit (Roche)

@® Tagman SNP Genotyping MIF-AS1 rs9399137 Assay kit (Thermo Kat No:
4351379)

@® Tagman Universal Master Mix II (Thermo Kat No: 4440038)
® 1511886868, 7482144 i¢in tetra-primer ARMS primerleri (Sentebiolab)

3.2. Yontem

3.2.1. Ornek Toplanmas ve is Akis Semasi

Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi (CUTF) Pediatrik Hematoloji Bilim
Dali’nda takip edilen, yas aralig1 2-18 olan toplam 100 B-talasemi ve orak hiicre anemi
tanis1 konmus goniillii bireylerden EDTA’1 tiiplere alinan 5 mL vendz kan soguk zincir
tagima kurallarina uyularak Tibbi Biyokimya AD. Laboratuvarina ulagtirilmigtir. Tam
kan sayimi ¢alisilan 6rneklerde HbF diizeyleri Modifiye Betke yontemi kullanilarak iki
kez calisilip ortalama alinarak belirlenmistir. Hemen ardindan EDTA’I1 kandan elde
edilen DNA ile tetra-primer ARMS yontemi ve RT-PCR y6ntemiyle mutasyon

analizleri yapilmigtir.

3.2.2 Kan Orneklerinden DNA Eldesi

Calismada kullanilacak kan oOrneklerinin farkli zamanlarda elde edilmesinden
dolayr alnan o6rnekler CUTF Tibbi Biyokimya Anabilim Dalnda +4 °C’de
saklanmigtir. DNA izolasyonu, High Pure PCR Template Extraction Kiti kullanilarak
yapilmistir.  Izolasyon islemi, {iretici firmanin protokoliine gore gerceklestirilmistir.

Elde edilen DNA 6rnekleri -80°C’de bir sonraki islem i¢in saklanmustir.

3.2.3. HbF Ol¢iimii

HbF ol¢iimiinde Modifiye Betke yontemi kullanilmistir. Bu yontemin prensibi,
HbF’lerin alkali ortama olan direnglerine dayanmaktadir. Olgiim i¢in 0,2 mL hemolizata
3,8 mL siyaniir ¢ozeltisi karigtirtlip 10 dakika bekletilir. Bu karisimdan baska bir tiipe
2,8 mL alinir. Uzerine 0,2 mL 1,2 N NaOH, 2 dakika sonra da 2 mL (NH4),SO, konup
20 dakika bekletildikten sonra siiziiliir. Toplam Hb 6l¢limii i¢in ise 0,4 mL Siyaniir

¢ozeltisinden alinip iizerine 6,75 mL saf su konur. Tiipler 540 nm’de saf suya karsi
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okunur. HbF degeri asagidaki formiile gore hesaplanir (88). Bu 6l¢iim her 6rnek i¢in iki

kez tekrarlanmis olup sonuglarin ortalamasi alinarak HbF diizeyleri belirlenmistir.

%HbF = ODjiiziinti
OD\oplam X 10,01

x 100

Referans Degerleri: Eriskinde %0,8-2,5
Yeni Dogan %060 kadar olabilir.

3.2.4. Tetra-primer ARMS Yontemi ile BCL11A ve Xmn1 SNP’lerinin
Belirlenmesi

ARMS (Amplifikasyon Refrakter Mutasyon Sistemi), nokta mutasyonlar1 ya da
kiigiik delesyonlar igeren herhangi bir mutasyonu tespit etmek ic¢in kullanilan bir
yontemdir. Bu yoOntemde, mutant (nokta mutasyonu bulunan) ve normal (nokta
mutasyonu bulunmayan) allellere 6zgiil primerler tasarlanir. Ik tepkimede, normal
DNA dizisine &zgiil primer icerir ve mutant DNA’y1r amplifiye edemez. Ikinci
tepkimede ise, mutant DNA’ya 0zgiil primeri igerir ve normal DNA’y1 amplifiye
edemez. Sonu¢ olarak, normal birey yalnizca normal DNA dizisine 6zgiil primerin
oldugu tepkimede PCR iiriinii olustururken, homozigot bireyler yalnizca mutant DNA
dizisine 6zgiil primerin oldugu tepkimede PCR iiriinii olusturur (89,90).

Tetra-primer ARMS reaksiyonu, tek niikleotid polimorfizmlerini (SNP)
genotiplendirmek i¢in basit ve ekonomik bir yontemdir. Bu yontemde, tek PCR

tepkimesinde 4 primer kullanilir ve sonug jel elektroforeziyle okunur (91).

Outer Inner
forward forward
- -
=1 ]
| - -
Inner QOuter
reverse reverse

“#— Gene fragment (positive control)
- e “  (C-specific allele
w— e | - T-specific allele

Sekil 15. Tetra-primer ARMS-PCR prosediirii (92).
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Tetra-primer ile ARMS yontemi arasindaki fark, tetra-primer yonteminde biri ilk
dongiilerde daha yiiksek, digeri kalan dongiilerde daha diisiik olan 2 farkli “annealing”
sicaklig1 ile tek tepkimede gerceklesmesidir. Bir diger fark ise tetra-primer ARMS
yonteminde mutasyon, allel spesifik primerlerin ortasinda yer alir ve reaksiyonda 4
primer kullanilir iken, ARMS yoOnteminde mutasyon allel spesifik primerin 3'
terminalinde yer alir (91).

ARMS yonteminde kullanilan kimyasal bilesenler Tablo 1°de verilmistir.

Tablo 1. ARMS yo6nteminde kullanilan kimyasal bilegenler.

Kimyasal Miktar
%100 Dimetil Siilfoksit 2,5 uL
pH 8,8 Tris HCI tamponu 2,5 uL
dNTP karigimi 1,0 uL
Forward primer 1,0 uL
Reverse primer 1,0 uL
Saf su 15,9 uL
gDNA 1,0 uL
Taq polimeraz (5 U/uL) 0,1 pL
Toplam hacim 25,0 uL

ARMS yonteminde kullanilan primer dizileri Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2. Xmnl ve BCL11A SNP’leri i¢in kullanilan primer dizileri (92).

Xmnl BCL11A
“Forward Out” TGGAGCTACAGACAAGAAGG CAAAACCTTTTCTGTGTTCTCG
“Reverse Out” GCCTCACTGGATACTCTAAGAC ACGTCCACCAGTCTAGAAAG
“Forward In” ATGCAAATATCTGTCTGAAACGTTC  |AGAATCATTCTGCTCTGGGA
“Reverse In” TGGGTGGAGTTTAGCCATGA IATCGTCTTTTGTGTTTAATTTCGTC
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3.2.5. PCR Protokolii
ARMS yonteminde ¢ogaltilmak istenen bolgenin DNA uzunluguna ve primer
icerigine bagli olarak protokolde siire ve sicaklik degismektedir. Calismamizda

uygulanan protokol Tablo 3’te gosterilmistir.

Tablo 3. BCL11A ve Xmnl i¢in PCR protokolleri.

SNP’ler Sicakhik Siire Dongii Sayisi
BCLI11A 94 °C 1 dk Denatiirasyon 1 dongii
94 °C 30 sn Denatiirasyon
61 °C 1 dk Baglanma 30 dongt
72 °C 3 dk Uzama
+4 °C Sonsuz
Xmnl 94 °C 3 dk Denatiirasyon 1 dongii
94 °C 30 sn Denatiirasyon
57 °C 45 sn Baglanma
30 dongii
72 °C 30 sn Uzama
+4 °C Sonsuz

3.2.6. Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz jel elektroforezi, DNA molekiillerinin ayrimi, tamimlanmasi ve
saflastirilmast i¢in kullanilan standart bir yontemdir. Destek maddesi olarak genellikle
agaroz tercih edilir. Agaroz jelde DNA molekiilleri, katottan anoda dogru goc ederler.
Molekiillerin gog hizi, jele yiiklenen kontrol DNA ile degerlendirilir.

Cozeltiler

» 5x TBE tamponu pH 8,0 (Tris baz 54,0 gr, Borik asit 27,5 gr, EDTA [0,5 M, pH
8,0] 20 mL. Bir miktar saf suda ¢oziilerek 1 L’ye tamamlanir.

> 0,5x TBE tamponu (elektroforez i¢in) 5x TBE tamponundan 10 mL alinarak saf
su ile 200 mL’ye tamamlanir.

> %]1,5’luk Agaroz jel hazirlamak i¢in 1,5 gr Agaroz, 100 mL 0,5xTBE tamponu
icerisinde mikrodalga firinda eritilir. Musluk altinda hafif sogutulduktan sonra

jel kaplarina dokiiliir.
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» Yikleme tamponu i¢in 0,25 gr bromfenol mavisi, 15 gr ficoll, 0,5x TBE
tamponu ile 100 mL’ye tamamlanir.
» Etidyum Bromiir ¢ozeltisi: Etidyum bromiir 5 pg/puL olacak sekilde saf suda

¢oOziilerek hazirlanir.

3.2.7. Yontem

Yukarida yapimi anlatilan %1,5’luk agaroz jel, elektroforez kaplarina baloncuk
olusturmayacak sekilde yavasca dokiiliir, 6rnek yiikleme kuyucuklarini olugturmak igin
elektroforez tarag: yerlestirilir ve jel sogumaya birakilir. Soguduktan sonra 0,5x TBE
tamponuyla doldurulmus elektroforez tankina yerlestirilir. Jel igerisindeki tarak ¢ikarilir
ve kuyucuklarin tamponla dolmasi saglanir. Elde edilen PCR {iriinlerinden 5 uL alinip
bir miktar yiikleme tamponuyla kanstirilir ve teker teker kuyucuklara yiiklenir.
Yiiklenen ornekler 150 V, 400 mA’da 40 dk yiritiiliir. Yiirime bittikten sonra jel
elektroforez tankindan alinir ve etidyum bromiir ile 1 dk boyanir. Etidyum bromiirden
cikarilan jel, saf suda 30 dk bekletilerek boya artiklarindan arindirilir. UV 1g1k altinda
DNA fragmanlarimin fotografi ¢cekilerek yorumlanir (Sekil 16).

157482144 polimorfizmi jel gorintiisii rs11886868 polimorfizmi jel goriintiisi

O™
<— dl3bo

250 bp
«— Wik 195bp
40 hn

Wibp -
239be

140 bp

Sekil 16. Xmnlve BCL11A polimorfizmlerinin agaroz jel goriintiileri.

3.3. RT-PCR Yontemi ile HMIP SNP’sinin Belirlenmesi

RT-PCR (Real Time-PCR, Ger¢cek Zamanli PCR), 1980’lerde Kary Mullis
tarafindan gelistirilen ve aragtirmacilarin belirli DNA pargalarini bir milyar kattan fazla
amplifiye etmesine olanak tantyan PCR yontemine dayanmaktadir. RT-PCR’1in temel
amacl, ¢ok kiiciik bir miktar olsa bile bir numunedeki belirli niikleik asit dizilerini kesin

olarak ayirt etmek ve Olgmektir. RT-PCR, bir numunedeki belirli bir hedef diziyi
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cogaltir ve ardindan molekiiler isaretleyiciler (problar) kullanarak amplifikasyon
siirecini izler. Amplifikasyon sirasinda, 5' ucunda bulunan floresan boyanin (reporter)
yaptig1 1s1ma, 3' ucunda bulunan sondiiriicii boya (quencher) tarafindan sogurulur.
Amplifikasyon devam ederken reporter, polimeraz enziminin aktivitesiyle bulundugu
yerden koparilarak quencher’dan uzaklasir ve bu sekilde 1s1ma vermeye devam eder.
Dongii sonunda yapilan Slgiimle diziden koparilan reporter’in yaptigi 1sima miktari

tespit edilerek olusan iirlin miktar1 kantitatif olarak tayin edilir (93).

3.3.1. Reaksiyon Karisimmnin Hazirlanmasi

H,O 4,5 uL

Master Mix 10 puL karigim
Primer-prob Assay 0,5 uL

DNA 5uL

Multiwell plate igerisine her bir 6rnek i¢in 15 pL karisim ve karisimin {izerine 5
pL. DNA eklenip RT-PCR cihazina yiiklenmistir. rs93399137 polimorfizm analizi i¢in
PCR kosullar1 Tablo 4’de verilmistir.
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Tablo 4. HMIP i¢in PCR kosullari.

PCR asamalari Hedef 1s1 Bekleme siiresi (sn)
°C
Denatiirasyon 95 600

Amplifikasyon = Denatlirasyon 95 15
(40 dongii) Anneal/extend 60 60
Sogutma 40 30

Endpoint Fluorescence Scatter Plot Select

CEEELEEE

EEE

0800
0.750] s

Fluorescence (523-568)

Bl Ak
0.600 a 2

1.000
Fluorescence [483-533)

Sekil 17. HMIP polimorfizmi i¢in RT-PCR grafigi.

Allelik analiz i¢in molekiiler isaretleyici (prob) olarak Tagman prob (reporter:
FAM, quencher: VIC) kullanilmigtir. HMIP polimorfizmi RT-PCR grafigi Sekill7’de

gosterilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Hastalarda Xmn1, BCL11A ve HMIP Polimorfizmlerinin (SNP)
Dagilimlan

Orneklem grubu, 10 OHA’l1 ve 90 B-talasemili 2-18 yas arasinda toplam 100
¢ocuk hastadan olusmakla birlikte bunlarin 30’u kiz ve 70’1 erkektir.

Calismamiz i¢in segilen 100 Ornekte {i¢ polimorfik nokta i¢in bireysel baz
degisimleri belirlenmis olup HbF degerleri ile birlikte Tablo 5°de verilmistir.

Orneklem grubunun HbF degerlerine bakildiginda en yiiksek %77,6 ve en diisiik
deger %0 olarak Ol¢iilmiistir. Bu degerler hastalik bazinda degerlendirildiginde
B-talasemilerde en diisiik %0, en yliksek %77,6 olarak HbS’li hastalarda ise en diisiik
%0,7, en yiiksek %12,2 olarak dl¢tilmiistiir.

Yiizde cinsinden HbF miktarlar yaslarla birlikte ele alindiginda B-talasemilerde
14 yasindaki M.T.’nin %77,6 ile en yiiksek HbF degerine sahip oldugu, 18 yasindaki
S.A. ve yine 18 yasindaki S.G.’nin 0 ile en diisiik HbF degerine sahip olduklari
saptanmistir. HbS’li hastalarda ise 11 yasindaki 1.0.nun %0,7 ile en diisiik HbF
degerine, 14 yasindaki M.A.’nin ise %12,2 ile en yliksek HbF degerine sahip oldugu
saptanmistir (Tablo 5).
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Tablo 5. Orneklem grubunun 3 polimorfik nokta icin sahip olduklari alleler ve HbF degerleri (E: Erkek,

Hasta Cinsiyet/Yas

B.E.
H.A.
S.B.
S.M.
L.B.
Z.C.
AM.
H.T.

M.M.

S.M.
E.S.
ZK.
B.Y.
Y.C.
B.A.
C.0.
B.i.
U.S.
ER.
D.Y.
K.C.
M.Y.
M.B.
S.E.
AM.
0.A.
M.A.
E.D.

K: Kadm).

E/2
K/14
E/10

E/7
E/15
E/18

K/6
E/13

E/6

E/7
K/12

E/9
K/15

K/5

E/8

E/7

K/7

E/8

K/3
K/14
E/15
E/10
E/11

E/5

E/4
E/16
E/14
E/10

Tipi
B-Tal
B-Tal
B-Tal
HbS
B-Tal
B-Tal
B-Tal
B-Tal
HbS
B-Tal
B-Tal
B-Tal
B-Tal
B-Tal
B-Tal
B-Tal
B-Tal
B-Tal
B-Tal
B-Tal
B-Tal
B-Tal
B-Tal
B-Tal
B-Tal
B-Tal
HbS14
B-Tal

Hemoglobinopati
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Xmnl

Cc/C
C/C
c/C
C/T
C/C
C/T
C/T
C/T
c/C
c/C
C/C
C/T
c/C
C/T
C/T
c/C
C/C
C/C
C/T
C/C
C/T
C/T
C/C
C/C
c/C
C/C
C/C
c/C

BCL11A

T/T
C/C
C/T
C/T
C/C
C/T
C/T
C/C
C/C
C/C
C/C
C/T
C/C
T/T
C/C
C/C
C/C
C/C
T/T
C/C
T/T
C/T
C/T
C/C
C/C
C/C
C/C
C/T

HMIP

T/T
T/T
T/T
T/T
T/T
T/T
T/T
T/T
T/T
T/T
T/T
T/T
T/T
T/T
T/T
T/T
T/T
T/T
T/T
T/T
T/T
T/T
T/T
T/T
T/T
T/T
T/T
T/T

HbF
(%)
18,46

40,04
1,8
10,0
1,8
1,0
69,4
2,2
6,7
16,4
3,8
15,5
13,6
38,8
10,2
6,1
1,7
1,7
38,1
1,8
28,0
9,4
16,3
3,9
242
2,2
12,2
1,4



Hasta Cinsiyet/'Yas Hemoglobinopati Xmnl BCL11A  HMIP HbF

Tipi (%)
AH. E/10 B-Tal C/C C/T T/T 2,1

A.D. K/17 B-Tal C/C C/T T/T 1,3

N.S. K/6 HbS C/T C/T T/T 3,6
UA. E/8 HbS C/T C/T T/T 11,2
ZM. K/8 B-Tal C/C C/C T/T 0,9
EY. K/13 B-Tal C/C C/C T/T 10,2
C.A. E/15 B-Tal C/C C/C T/T 1,7
S.D. K/12 B-Tal C/C C/C T/T 1,1

S.E. E/11 B-Tal C/C C/T T/T 32
F.G. E/18 B-Tal C/C C/C T/T 9,7
S.A. K/18 B-Tal C/C C/C T/T 0,0
1.O. K/11 HbS C/C C/C T/T 0,7
S.S. K/17 B-Tal C/C C/C T/T 0,5

V.A. E/13 B-Tal C/C C/T T/T 3,7
AE. E/5 B-Tal C/C T/T T/T 57
M.C. E/14 B-Tal C/C T/T T/T 8,9
S.A. E/16 B-Tal C/C T/T T/T 37,0
O.K. E/13 B-Tal C/C T/T T/T 11,4
E.Z. K/12 HbS C/C C/T T/T 6,4
M.T. E/14 B-Tal C/T T/T T/T 77,6
AH. E/6 B-Tal C/C C/C T/T 4,4
AS. E/3 B-Tal C/T T/T T/T 76,2
R.M. E/8 B-Tal C/C C/T T/T 32,6
F.C. E/11 B-Tal C/C C/T T/T 2,8

G.Y. K/18 B-Tal C/T C/T T/T 18,8
H.M. E/17 B-Tal C/T C/T T/T 3,0
0.S. E/16 HbS C/C C/C T/T 1,4
N.D. E/11 B-Tal C/C C/C T/T 3,6
B.O. K/16 B-Tal C/C C/C T/T 3,6
S.0. K/12 B-Tal C/T C/C T/T 4.4
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Hasta Cinsiyet/'Yas Hemoglobinopati Xmnl BCL11A  HMIP HbF

Tipi (Yo)
E.P. E/11 B-Tal C/T T/T T/T 56,0
K.M. E/8 B-Tal C/C T/T T/T 17,8
A.G. E/14 B-Tal C/C C/C T/T 3.4
M.K. E/13 B-Tal C/C C/C T/T 7,6
U.0. E/18 B-Tal C/C C/C T/T 3,4
M.T. E/16 B-Tal C/C C/T T/T 2,6
H.T. E/6 B-Tal C/C C/C T/T 27,2
M.G. K/2 B-Tal C/C C/C T/T 13,4
AY. E/15 B-Tal C/T C/C T/T 20,4
F.M. K/12 B-Tal C/C C/C T/T 12,2
K.Y. E/15 B-Tal C/T C/T T/T 60,4
S.E. K/10 B-Tal C/C C/T T/T 3,6
RA. K/7 B-Tal C/C C/C T/T 3.4
N.Y. E/7 B-Tal C/C C/C T/T 1,0
D.H. E/5 B-Tal C/T C/T T/T 20,0
M.D. E/17 B-Tal C/C C/C T/T 3,6
C.S. E/17 B-Tal C/C C/T T/T 4,2
I.G. E/10 B-Tal C/T C/T T/T 2,0
E.D. E/10 B-Tal C/C C/C T/T 19,3
M.G. E/16 B-Tal C/C C/C T/T 7.8
AS. E/2 B-Tal C/C C/C T/T 48,4
E.G. K/3 B-Tal C/C C/C T/T 24.4
H.U. E/14 B-Tal C/T C/T T/T 7,2
EE. E/14 B-Tal C/T C/T T/T 224
SM. K/5 HbS C/C C/C T/T 1,8
HK. E/13 B-Tal C/C C/C T/T 20,4
H.C. K/17 B-Tal C/C C/C T/T 2,2
C.A. E/10 B-Tal C/C C/T T/T 7,4
H.H. E/7 B-Tal C/C C/C T/T 40,0
S.G. E/18 B-Tal C/C C/C T/T 0,0
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Hasta Cinsiyet/'Yas Hemoglobinopati Xmnl BCL11A  HMIP HbF

Tipi (%)
M.N. E/15 B-Tal C/C T/T T/T 17,8
M.S. E/5 HbS C/C c/C T/T 34
AH. E/10 B-Tal C/C C/T T/T 3,6
LA. E/13 B-Tal C/C C/C T/T 1,4
M.H. E/14 B-Tal C/T C/C T/T 4,5
N.G. K/10 B-Tal C/T C/T T/T 18,0
H.H. E/8 B-Tal C/C C/C T/T 1,0
FK. E/12 B-Tal C/C T/T T/T 15,0
B.T. E/8 B-Tal C/C T/T T/T 5.2
N.C. K/18 B-Tal C/C T/T T/T 7,2
AA. E/14 B-Tal C/C C/C T/T 4,0
E.D. K/2 B-Tal C/C C/C T/T 10,2

Orneklem grubunda ergenlik ¢aginda olan (DSO’ye gére 10-19 yas aralii (109)
65 ¢ocugun HbF degerleri cinsiyetlerine gore kiyaslandiginda erkeklerin HbF
degerlerinin kadinlardan yiiksek oldugu goriilmiis olup en yiiksek degerler 14-16 yas
araliginda izlenmistir. Gelisim donemlerine gore HbF diizeyleri kiyaslandiginda

cocukluk ¢agi HbF diizeyleri daha yiiksek bulunmustur.

gelisim donemlerine gore HbF dlzeyleri
80

70
60
50
40
30
20
10

M cocuk M ergen

Sekil 18. Orneklerin gelisim donemlerine gore HbF diizeylerinin kiyaslamasi.
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Ug bolgenin allelerine bakildiginda Xmnl bolgesi rs7482144 SNP sonucuna
gore hastalarin 74’1 “C/C” ve 26’s1 “C/T” alleli, BCL11A boélgesi rs11886868 SNP
sonucuna gore, hastalarin 54’ “C/C”, 30’u “C/T” ve 16’s1 “T/T” alelli, HMIP lokusu
r$9399137 SNP sonucuna gore ¢ocuklarin 100’1 (tamami) “T/T” alleli tagimaktadir. Her

tic polimorfik noktanin bireylere gore ylizdesel dagilimi1 Tablo 6’da verilmistir.

Tablo 6. Her ii¢ polimorfik noktanin yiizdesel allel dagilimlar1

Polimorfizmler Allel Yiizde dagilim
Xmnl C/C %74

C/T %26

T/T —
BCLI11A C/C %54

C/T %30

T/T %16
HMIP Cc/C —

T/C —

T/T %100

Her ti¢ polimorfik noktaya ait allel frekanslar1 ve ortalama HbF degerleri Tablo

7°de verilmistir.

Tablo 7. Orneklem grubunda Xmn1, BCL11Ave HMIP polimorfizmlerinin allel dagilimlari, allel

frekanslari.
Polimorfizmler Mutasyon Allel frekanslari %HDbF Ort+SD
Xmnl C/C 9,12+10,9
C/T wo 23,624,
T/T 7 —
BCL11A Cc/C 89+ 11,05
C/T Ef:: 8’?6,? 11,7+ 16,5
T/T - 33,2 £ 24,06
HMIP Cc/C C: - n
T/C T: 1 H
T/T ’ 13,08 £ 17,03

Xmnl polimorfizmi i¢in “C/C”, “C/T” ve “T/T” allellerinin HbF diizeyleri
Kruskal-Wallis testi kullanilarak karsilagtirilmigtir (Sekil 18). Bunun sonucunda C/T
allelli tagtyan bireylerin HbF seviyelerinin yiiksek oldugu saptanmstir (»<0,05).
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Sekil 18. Xmn1 polimorfizmine ait allelerin HbF diizeyleriyle iliskisi bakimindan karsilagtirmasi.

BCL11A polimorfizmi igin “C/C” alleli “C/T” ve “T/T” allelerinin HbF
diizeyleri Kruskal-Wallis testi kullanilarak karsilagtirilmistir (Sekil 19). Bunun
sonucunda “T/T” alleli tasiyan bireylerin HbF seviyelerinin “C/C” ve “C/T” allelerine

kiyasla yiiksek oldugu saptanmistir (p<0,05).

80,00
*
50,00 *
[T *
F-1
< 40,00 °
20,00
1
0,00 f T T
cic ciT T

rs11886868
Sekil 19. BCL11A polimorfizmine ait allellerin HbF diizeyleriyle iligkisi bakimimdan karsilastirmast.

HMIP polimorfizminde 6rneklem grubuda sadece “T/T” alleli tagimaktadir.

B-talasemili ve OHA’l1 bireylerde Xmnl bdlgesinin HbF diizeylerine etkisi
Kruskal-Wallis testi kullanilarak karsilastirildiginda p-talasemi C/T genotipine sahip
bireylerin HbF diizeyleri OHA hastasi1 bireylerden daha yiiksek oldugu saptanmistir
(p<0,01) (Sekil 20).

B-talasemili ve OHA’l1 bireylerde BCL11A bolgesinin HbF diizeylerine etkisi
Kruskal-Wallis testi kullanilarak karsilastirildiginda B-talasemi T/T genotipine sahip
bireylerin HbF diizeyleri OHA hastas1 bireylerden daha yiiksek oldugu saptanmistir
(p<0,01) (Sekil 20).
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Xmnl, BCL11A ve HMIP polimorfizmlerinin farkli alleleri Kruskal-Wallis testi
kullanilarak kendi aralarinda kiyaslandiginda Xmnl polimorfizminin “C/T” allelini,
BCL11A polimorfizminin “T/T” allelini ve HMIP polimorfizminin “T/T” allelini bir
arada tasiyan hastalarda HbF seviyelerinin yiiksek oranda (p<0,01) bulundugu
saptanmugtir (Sekil 21).

80,00 80,00
o®
70
80,009 60,00 ]
80
A 50
w 88 3 w 4
S 4000 gw 5 w0 -
52 o
o o
6
81
)
2%
20,009 20,007 1 Q
00— £ oo
T T T T T
1 2 3 H 1 H H i H
Grup grup

Sekil 20. Soldaki grafik Xmnl polimorfizminin OHA’l1 ve B-talasemili hastalarda HbF diizeylerine
etkisinin karsilagtirilmasini gostermektedir. Sagdaki grafik BCL11A polimorfizminin OHA’I1
ve B-talasemili hastalarda HbF diizeylerine etkisinin karsilastiriimasini gostermektedir (grupl:
HbS C/C genotipi, grup 2: HbS C/T genotipi, grup 3: B-talasemi C/C genotipi grup 4:B-
talasemi C/T genotipi, grup 5:B-talasemi T/T genotipi temsil etmektedir.)

Grand Median=570
80,00 S
60,00
w o
=
= 40,00 o °
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- I =p=
20,00 o :-
0,00 T i T T T T
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grup
Sekil 21. Her ii¢ polimorfik noktaya ait bireysel baz degigsimlerinin HbF diizeyleriyle iligkisinin
karsilastirmasi.

Xmnl ve BCL11A bdlgelerinin %HbF Ort£SD degerlerine bakildiginda her iki
grupta ortak olarak bulunan C/T heterozigotlarinin HbF degerlerine etkisinin yliksek
oldugu goriilmiistiir (Tablo 7). Bu iki bolgenin C/T heterozigotlarinin HbF diizeyine
etkileri kiyaslandiginda Xmnl bdlgesinin HbF diizeyine daha yiiksek etki ettigi
saptanmustir (Sekil 22).
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Xmnl ve BCL11A C/T heterozigotlarinin HbF duzeylerine etkisi
S0

80
70 °

50

30

20
10

M rs7482144 M 511886868

Sekil 22. Xmnl ve BCL11A C/T heterozigotlarinin HbF diizeylerine etkisinin karsilastirmasi.
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5. TARTISMA

B-talasemi, B-globin zincirlerinin sentezinde azalma (B*) veya yokluguyla (B°)
karakterize olan ve diinyada yaygin olarak goriilen genetik bir hastaliktir. B-talasemi
major, Tiirkiye’yi de igine alan Akdeniz Ulkeleri, Orta Dogu, Orta Asya, Hindistan,
Giliney Cin, Uzak Dogu, Kuzey Afrika kiyilar1 ve Giiney Amerika'da yaygindir. Diinya
Saglik Orgiitii’niin 2004 yili verilerine gore Diinya’da B-talasemi tasiyicilik oram
tilkelere gore degismekle birlikte %5,1 olup go¢ ve evliliklerle diinyanin hemen her
tilkesinde goriilmektedir. Tiirkiye’de P-talasemi majoriin bolgelere goére ortalama
insidans1 %2,1°dir (42-44). B-globin gen bolgesinde simdiye kadar 200'den fazla
mutasyon bildirilmis olup bunlarin  bliyilk c¢ogunlugunu nokta mutasyonlar
olusturmaktadir.

B-talasemi klinik siddetine gore; B-talasemi major, B-talasemi tasiyici ve
B-talasemi minor olarak ii¢ gruba ayrilir. B-talasemi tagiyicilart genellikle klinik olarak
asemptomatik iken transfiizyon bagimlis1 B-talasemi majorlii hastalarda ciddi anemi
goriiliir. B-talasemi’ de klinik siddet a-ve B-globin zincirleri arasindaki dengesizligin
Olciisiiyle iligkilidir (45,46). Bu hastalar transflizyona bagl asir1 demir birikimini
onlemek icin selasyon tedavisi almaktadir. Ozellikle ¢ocuklarda bilyiime ve gelismenin
normal seyirde olmasi i¢in, Hb derisimi minumum 9,5-10,5 g/dL seviyede tutulmasi
onerilmektedir. Bazi cocuklarda kemik iligi nakli kiiratif tedavi saglayabilmekle birlikte
bunun disinda kalic1 tedavisi yoktur.

Orak hiicre anemisi, beta globin zincirinin amino (-NH2) ucunda altinci
pozisyondaki glutaminin valin aminoasidi ile yer degistirmesiyle; GAG (Guanin-
Adenin-Guanin) bazlarmin yerine GTG (Guanin-Timin-Guanin) baz dizisinin
gelmesiyle olusur (61,63). Bu hastalia sahip bireylerde yeterli oksijen olmadig:
durumlarda eritrositlerin orak seklini alarak polimerize oldugu ve kati kristal halinde
coktiigli gozlemlenir. Orak seklini alan hiicreler kan akiskanligini azaltir ve 6zellikle
kiigiikk damarlarda tikanikliga sebebiyet vererek c¢esitli doku ve organlarda hasar
meydana gelmesine neden olur (64,65).

B-globin gen kiimesinin bir parcasi olan neredeyse aymi iki y-globin geni
(HBG1, HBG2) tarafindan kodlanan HbF yenidoganlarda %70-90 araliginda bulunur ve

12 ay sonra %]1’in altina diiserek yetiskin donemde bu orami korur. 1958 yilinda

40



tanimlanmis olan normalin {izerinde HbF seviyelerinin yetiskinlige kadar devam
etmesine neden olan HPFH, HBB gen kiimesindeki delesyonlar veya nokta
mutasyonlari ile tanimlanmaktadir (73). Farkli noktalarda tanimlanan mutasyonlar, y-
globin genleri ve bunlarin lokus kontrol bdlgeleri (LCR) ve transkripsiyon faktor
kompleksleri gibi diizenleyici elemanlar1 arasindaki etkilesimleri farkli sekilde
degistirebilmektedir. Bu durum, bu mutasyonlarin heterozigot tasiyicilarinda ve HbS
geni ile bilesik heterozigotlarda HbF seviyelerindeki genis varyasyonu agiklayabilir.
Nedenleri bilinmemekle birlikte, yliksek HbF ile iligkili olan ve HbF iiretimini modiile
eden QTL’lerin mindr allellerinin kalitiminin bir sonucu olabilecegi diisiiniilmektedir
(94). Bu QTL’ler arasinda HBG2 lokusunda Xmnl (-158 C-T polimorfizmi)
bolgesindeki rs7482144, kromozom 2 iizerinde BCL11A bolgesindeki rs11886868 ve
kromozom 6 tizerinde HMIP bolgesindeki rs9399137 SNP’leri yer almaktadir.
Kromozom 11 {izerinde bulunan Gy-globin geninin promotdriindeki Xmnl
polimorfizmi, yiliksek HbF ile iligkili olup HbF varyansinin ~%13-32’sinden sorumlu
oldugu caligmalarda gosterilmistir (73,95). Etki mekanizmasi kesin olarak bilinmemekle
birlikte, yetigskin hiicrelerde y-globin gen ekspresyonunu susturan transkripsiyon
faktorlerinin baglanmasin1 azaltarak siirece dahil oldugu diisiiniilmektedir (96).
Svalingam ve ark. Malezya popiilasyonunda Xmnl polimorfizmi igin yaptiklari
calismada, B-talasemi majorlii bireylerde C/T allelinin yiiksek HbF degerleriyle iliskili
oldugunu hatta o popiilasyonda C/T polimorfizmine sahip bireylerin kan transfiizyonuna
ihtiyag duymadiklarim1 saptamiglardir (97). Orneklem grubumuzda Svalingam’in
calismasina benzer sekilde C/T allelinin HbF diizeylerini arttirdig1 saptanmistir. Ancak
bizim Orneklemlerimiz siirekli transflizyona ihtiya¢ duymaktadir. Bu fark, HbF
diizeyiyle iligkilendirilen farkli bolgelerdeki SNP’lerin siirece dahil oldugunu
diisiindiirmektedir. Belki de popiilasyonumuzda Malezya’dan farkli olarak BCL11A
disinda ya da belki ona eslik eden farkli y-globin susturucu mutasyonlarin
bulunabilecegini diislindiirmektedir. Bashir ve ark. Pakistanli B-talasemi intermediali
hastalarda, B-talasemi majorlii hastalara kiyasla “T” allelinin ve dolayisiyla iligkili HbF
diizeyinin (~%8) daha yiliksek oldugunu belirtmektedir (98). Dadheech ve ark. [-
talasemi major ve OHA’l1 hastalarda yaptiklar1 ¢alismada, her iki grupta da “T/T”
genotipine sahip bireylerin HbF diizeylerini “C/T” ve “C/C” genotipine sahip bireylere
kiyasla daha yiiksek bulmustur. Ayrica yine ayn1 ¢alismada OHA hastalarinda, ytiksek
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oranda HbF tasiyan “TT” genotipine sahip bireylerin sikliginin, B-talasemi hastalarina
kiyasla onemli Ol¢iide yiiksek oldugu, sonug¢ olarak da Xmnl bolgesinin HbF
ekspresyonu iizerindeki etkisinin, OHA durumunda B-talasemiden daha fazla oldugu
gdsterilmistir (99). Orneklem grubumuzdaki B-talasemili ve OHA’l1 hastalarda “T/T”
alleli hi¢ saptanmazken, “C/T” alleli 10 hastada 3 gibi diisiik bulunmustur. Her iki
genotipin, HbF diizeyiyle iliskisine bakildiginda ise heterozigot “C/T” genotipine sahip
bireylerin HbF diizeyinin homozigot “C/C” alleline (wild type) kiyasla daha yiiksek
oldugu saptandi (p<0,05). Bu veriler Svalingam ve ark. ¢alismasina uyumlu olmakla
birlikte Xmnl bolgesinde “T” allelinin HbF artisina etki ettigini gostermektedir.
Bununla birlikte Bashir’in ¢aligmasinin aksine Xmn1 bolgesinin HbF diizeyi tizerindeki
etkisinin, B-talasemide OHA’dan daha fazla oldugu saptanmistir (p<0,01).

Bashir ve ark. hidroksiiire ile tedavi edilen B-talasemi hastalarinda, Xmnl
polimorfik bolgesinde T allelinin varligi ile daha iyi tedavi yanit1 arasinda anlamli bir
iliski oldugunu belirtmiglerdir (98). Calismamiza katilan 90 B-talasemili hastadan
26’sinda “T” alleli bulunmasina karsin bu hastalarin ila¢ kullanim bilgilerine sahip
olunmadigi i¢in ilag yanitlar1 hakkinda ¢ikarimda bulunulamamaktadir. Ancak 6rneklem
grubumuzda “T” alleline sahip bireylerin bu mutasyona sahip olmayan bireylerle benzer
sekilde (ayda 1 kez) transfiizyona ihtiyag duymalar1 hastaligin klinik seyrine hi¢ ya da
cok az katkida bulundugunu diistindiirmektedir.

Xmnl polimorfizmi popiilasyonlarda yiiksek HbF ile iligkilendirilmis olsa da
baz1 bireyler, Xmnl polimorfizminin dogal tipi (wild type) olan “C/C” genotipini
tagidiklar1 halde HbF diizeylerinin yiiksek seyrediyor olusu bu siirece farkli gen
bolgelerinin de dahil oldugu fikrini akla getirmektedir. Kromozom 6q23 {iizerindeki
HMIP lokusu ve kromozom 2 {izerindeki BCL11A bélgesinde tanimlanan SNP’lerin de,
stirece dahil oldugunu gosteren ¢aligsmalar bu ti¢ bolgenin birlikte HbF seviyelerindeki
varyansin %50 sine etki ettigini gostermektedir.

BCL11A geni kromozom 2pl6 iizerinde bulunur ve eritroid transkripsiyon
faktorlerine baglanarak y-globin geninin baskilanmasinda rol oynar (100). Pek cok
calisma, eritroid hiicrelerde BCL11A’nin baskilanmasinin, HbF ekspresyonunu
arttirdigin1 géstermistir (101). B-globin gen lokusundaki bazi1 delesyonlar, HPFH olarak
adlandirilan bir durumda giiclii HbF iiretimine izin vermektedir. BCL11A bdlgesinde

kiiciik delesyonlara sahip hastalarda yapilan son caligmalar, bu tiir hastalarin tipik
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olarak %15-30 arasinda degisen 6nemli HbF kaliciligina sahip olabilecegini gostermistir
(102). KLF1’in in vivo olarak baskilanmasinin, yetiskin eritroid progenitorlerinde
BCL11A ekspresyonunda azalmaya neden oldugu ve dolayli olarak B-talasemi ve OHA
hastalarinda HbF {iretimini aktive ettigi gosterilmistir (103). Ayrica BCL11A’nin
y-globin ifadesinin bastirilmasiyla eksprese edildigi bilinmektedir. BCL11A bolgesinde
pek ¢ok SNP tanimlanmis olup, calismamizda da arastirdigimiz, yiiksek HbF ile
iligkilendirilen rs11886868 yiiksek ilgi géormektedir.

Dadheec ve ark. p-talasemi majorlii ve OHA’ll hastalarda BCLI1A
polimorfizmine yonelik ¢alismalarinda her iki grupta da BCL11A gen polimorfizminin
genotipik ve allelik frekanslar1 arasindaki anlamli farkla birlikte ortalama HbF
seviyelerinde de Oonemli farkliliklar saptamiglardir (99). Ayrica BCL11A SNP “CC”
alleli tagiyan bireylerin HbF degerlerinin, her iki grupta da diger allel frekanslarina
kiyasla yiiksek oldugu saptanmistir. Calismamizda ise hem B-talasemili hem de OHA’I1
hastalarda allellik frekanslar1 karsilastirildiginda, her iki grupta da “C” allel frekansi
yiiksek bulundu. Ayrica Dadheec ve ark. aksine “T” allele sahip bireylerin HbF
diizeylerinin daha yiiksek oldugu goriildii (p<0,05). Ancak c¢alismamizda sasirtici
sekilde BCL11A boélgesinde aynt mutasyona sahip olup HbF diizeyleri arasinda ciddi
farklar (6rnek Z.C.’nin HbF’si 1 iken 6rnek A.M.’nin HbF’si 69,4) olan &rneklerin
mevcut oldugu goriilmiistir. Bu hastalarn HMIP ve Xmnl bolgelerindeki
mutasyonlarin da ayni olmast bu bolgelerde farklt SNP’lerin de siirece dahil
olabilecegini diisiindiirmiistiir. Bu nedenle BCL11A bolgesindeki farkli polimorfizmlere
bakilip birlikte yorumlanmasi 6énem arz etmektedir. HbF’i yiiksek olan “T” alleline
sahip bireylerde ise HbF diizeylerinin yiiksekligi, Xmn1 ve HMIP bolgelerindeki nokta
mutasyonlarindan da kaynaklaniyor olabilir. Chen ve ark. Cin popiilasyonunda
BCL11A polimorfizmi i¢in yaptiklari ¢aligmada B-talasemili hastalarda sirasiyla %4,47
+ 3,42 “CC” ve %2,79 £ 2,21 “CT” allellerini saptamig ve “CC” allelini tasiyan
bireylerde HbF seviyelerini daha yiliksek bulmustur (104). Bizim bulgularimiz ise
sirastyla 8,9 £ 11,05 “CC” ve 11,7 £ 16,5 “CT” olmakla birlikte Chen ve ark. aksine
“CT” polimorfizminin yliksek HbF degerleriyle iligkili oldugu saptanmustir.

HMIP, kromozom 6q’da 126 kb’lik bir intergenik bolgedir ve eritroid 6zellik ile
iligkili SNP’leri icermektedir. HBS1L nin eritrosit gelisimindeki rolii tanimlanamamis

olsa da MYB’nin eritroid hiicresel proliferasyon/farklilasma dengesinin kontroliinde ve
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HbF seviyelerini diizenlemede rol aldig1 bilinmektedir (98). MYB modiilasyonu yoluyla
HbF ekspresyonu igin iki olast mekanizma onerilmistir: Ilki, diisiik MYB seviyelerinin
eritroid farklilagmasin1 hizlandirarak, agirlikli olarak HbF’yi sentezleyen eritroid
progenitdor hiicrelerin salgilanmasina yol agan eritroid farklilagma kinetiginin
degistirilmesi yoluyla dolayli etki. Ikincisi, y-globin genlerinin KLF1 ve diger
represorlerinin aktivasyonu yoluyla dogrudan etki (106).

Cardoso ve ark. Kuzey Brezilya’da yaptiklari ¢alismada, HMIP lokusunda
bulunan rs9399137 polimorfizminde ‘C” allelinin HbF diizeyini etkileyen major allel
oldugunu bildirmistir (107). Buna karsin Rujito ve ark. B-talasemili bireylerde HMIP
polimorfizmiyle yiiksek HbF diizeyleri arasinda iliski saptamamistir (108).
Calismamizda “T” (wild type) allel major olarak saptanmistir. Bu durum hem diisiik
hem de yiiksek HbF diizeyine sahip bireylerde ayni olarak saptanan bu allelin HbF
diizeyiyle iligkisinin bulunmadigin1 diisiindiirmektedir. Gruplardaki HbF seviyesinin
yuksekligi/diisiikliigii, Xmnl ve BCL11A bdlgelerinin biri ya da her ikisinin ortak
etkisinden kaynaklantyor olabilir.

Xmnl, BCLI1A ve HMIP QTL’lerine ait SNP bolgelerini birlikte
degerlendirdigimizde yiiksek oranda “T” alleli tasiyan bireylerin HbF diizeylerinin
ylksek oldugunu sdyleyebiliriz. Ancak HMIP lokusu “T” allelinin dogal tip olusu ve
orneklerin tamaminda ayni allelin bulunmasindan dolay1 farkli allellerle karsilastirma
yapilamamasi, “T” allelinin HbF seviyelerine olan etkisine iliskin yorum yapmayi
zorlagtirmaktadir. BCL11A bolgesinde literatiire uyumlu sekilde “T” major allel olarak
saptanmis olup HbF diizeylerine Xmn1 bolgesiyle birlikte etki ettigini soyleyebiliriz.
Ayrica BCL11A bolgesindeki mutasyonlar gama-globine dogrudan degil de bir
kompleks vasitasiyla etki ettiginden bu bolgeyle ilgili yorum yapabilmek i¢in daha
detayli aragtirma yapmak gerekmektedir. Xmnl bdlgesi y-globin iizerine direkt etki
ettiginden kendi orneklem grubumuz i¢in HbF diizeylerinin yiiksek olusuyla major
olarak iligkili oldugu yorumunu yapabiliriz.

Yenidogan donemde HbF diizeyleri %60-95 iken yetiskin donemde bu oran
%1’in altma diismektedir. Orneklem grubumuz yaslar1 bakimindan kiyaslandiginda 14
yasindaki M.T.’nin %77,6, 11 yasindaki E.P.’nin %56,0 ve 15 yasindaki K.Y.’nin
%60,4 gibi yaslarina gore yliksek HbF diizeylerine sahip olduklari goriilmiistiir (Tablo

5). Her ii¢ ornegin mutasyonlar1 incelendiginde 3 polimorfik noktada da T alleli
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bulundurdugu saptanmis olup Dadheec ve ark., Svalingam ve ark., Bashir ve ark.
caligmalarim1 destekleyerek o6zellikle Xmnl ve BCLI11A lokuslarinda “T” allelinin
bulunmasinin yetiskin donemde HbF diizeyinin yilikselmesinde 6nemli etkilere sahip
olabilecegini diisiinmekteyiz (97-99).

Orneklem grubumuzda ergenlik déneminde bireylerin de bulundugunu goz
Oniine alarak HbF degerleri kiyaslandiginda erkeklerin (6zellikle 14-16 yas araligi)
HbF diizeylerinin daha yiiksek oldugunu saptadik. Ancak cinsiyet faktoriiniin HbF
diizeyine olan etkisiyle ilgili bir ¢aligma bulunmadigindan 6rneklem grubumuzda bu
sonucun rastgele oldugunu diistinmekteyiz.

Sekil 18’e¢ bakildiginda cocukluk donemindeki orneklerin HbF degerlerinin
ergenlik donemindeki bireylere kiyasla daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Bu farkin
arastirdigimiz lokus bolgelerindeki mutasyonlarin diginda siirece dahil olan ¢esitli
transkripsiyon faktorlerinden veya BCL11A nin farkli molekiillerle birlikte olusturdugu
NURD kompleksinden kaynaklaniyor olabilecegini diisiinmekteyiz. Sankaran ve ark.
BCL11A’nin baglandigi GATA-I’in N-terminal ¢inko parmaginda bulunan bir
mutasyonun HbF degerlerini yiikselttigini gostermislerdir (85). Belki de buna benzer
sekilde oOrneklem grubumuzdaki c¢ocukluk ¢agindaki bireylerde HbF degerinin
yluksekligi boyle bir mutasyondan kaynaklaniyor olabilir.

Tablo 5’de yasi, hastaligi, BCL11A ve HMIP mutasyonlart ayn1 olup Xmnl
mutasyonlar1 farkli olan bireyler incelendiginde Xmn1 bolgesinde C/T alleli bulunduran
bireylerin C/C alleli bulunduran bireylere kiyasla HbF degerlerinin yiiksek oldugu
saptanmistir. Bu Ornekler bize bolgemizde Xmnl bolgesindeki mutasyonun HbF
degerleri lizerinde major etkiye sahip oldugunu diisiindiirmektedir.

Sekil 22’de de goriildiigii gibi Xmnl ve BCLI1A mutasyonlar1 birlikte
incelendiginde her ikisinde de C/T allelerini tasiyan bireylerin C/C allellerini tagiyan
bireylere kiyasla daha yiiksek HbF seviyelerine sahip oldugu goriilmiistiir. Ayrica Sekil
21’de BCLI11A ve Xmnl bolgesindeki mutasyonlart ayni olan grup 3 ve grup 5
kiyaslandiginda Xmnl bolgesinde “C/T” alleli bulunduran bireylerin HbF degerlerinin
daha yiiksek oldugu anlasilmaktadir. Buradan hareketle aslinda 6rneklem grubumuzda
Xmnl bolgesindeki mutasyonun BCL11A ve HMIP boélgelerindeki mutasyonlara

kiyasla HbF diizeylerine major etkide bulundugunu diisiinmekteyiz.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu caligmada, pB-talasemi ve OHA hastalarinin klinigini iyilestiren HbF
diizeylerine etki ettigi diisiiniilen Xmnl, BCL11A ve HMIP SNP’lerindeki mutasyonlar
taranarak bu hastalarmn HbF diizeylerine etkisine bakilmistir. Calismamiza CUTF
Pediatrik Hematoloji Bilim Dali poliklinigine bagvuran 10 OHA ve 90 [1-talasemili 100
cocuk dahil edildi. Bireylerden alinan vendz kanlardan DNA elde edilip Xmnl,
BCL11A ve HMIP polimorfizmleri incelendi.

1. Xmnl bolgesi rs7482144 SNP’si “C/C” genotipi %74, “C/T” genotipi ise %26
oraninda bulundu. Xmn1 bdlgesinde “C” alleli (allel frekans1 0,87) major allel
olarak, “T” alleli ise (allel frekans1 0,13) minér allel olarak saptanda.

2. Orneklem grubunda BCL11A SNP’si “C/C” genotipi %54, “C/T” genotipi %30
ve “T/T” genotipi %16 olarak bulundu. BCL11A bolgesinde “C” alleli (allel
frekans1 0,69) major allel olarak “T” alleli ise (allel frekansi 0,31) minor allel
olarak saptandi.

3. HMIP lokusunda 6rneklem grubumuzun tamami “T/T” (wild type) genotipinde
tespit edildi. Bu bolgede baska alleler tespit edemedigimiz i¢in HbF diizeylerine
olan etkisini tek basma yorumlamak zorlasmaktadir. Ileriki ¢alismalarda bu
bolgenin HbF diizeyine etkisini tartisabilmek icin lokus tizerindeki farkl
SNP’ler de ¢alisilmalidir.

4. Xmnl polimormorfizminin -talasemili “C/T” genotipli hastalarin HbF
diizeylerini OHA’l1 bireylere kiyasla daha ¢ok etkiledigi saptandi (»<0,01)

5. BCL11A polimorfizminin f-talasemili “T/T” genotipli hastalarin HbF
diizeylerine OHA’l1 bireylere kiyasla daha ¢ok etkiledigi bulundu (p<0,01).

6. Orneklem grubumuzda ii¢ bélge polimorfizmleri bir arada degerlendirildiginde
Xmnl “C/T” BCLI1A “T/T” ve HMIP “T/T” allelerini birlikte tasiyan
bireylerin HbF diizeylerinin daha yiiksek oldugu bulundu (p<0,01).

7. Ug nokta birlikte degerlendirildiginde bolgemizde Xmnl’in HbF degerleri
tizerinde major etkiye sahip oldugu gorilmiistiir.

8. Tezde c¢alisilan her li¢ bolgedeki polimorfizmler disinda var olan diger

polimorfizmlerin ¢aligitlamamas1  6nemli eksikligimizdir. Ozellikle HMIP
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lokusunda  birden fazla polimorfizmin incelenmesi, bu bolgedeki
polimorfizmlerin HbF diizeyiyle iliskisini kavramak agisindan 6nem
tagimaktadir. Bu nedenle ¢alismamizin bir sonraki asamasinda, her polimorfizm
bolgesi icin birden ¢cok SNP bdlgesine bakilmasi, bolgemizde HbF diizeyini
etkileyen mutasyonlarin aydinlatilmasi agisindan 6nemli katki saglayacaktir.

Ileriki ¢alismalarda bu bélgelerdeki SNP mutasyonlariyla siirece dahil olan
farkli transkripsiyon faktorlerinin birlikte incelenmesi bodlgemizde HbF
degerlerine etki eden mekanizmalarin aydinlatilmasi agisindan Onem arz

etmektedir.
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Ek-1- Bilgilendirme Ve Riza Olur Formu

AYDINLATILMIS ONAM FORMU

(Hasta Grubu)

‘Gukurova Bélgesi’'nde B-Talasemi Majorlii Hastalarda HbF Diizeyine Etki Eden SNP’lerin
Hemoglobinopati Klinigine Etkisinin incelenmesi.’

Bashkli tez ¢alhsmasinda 2 mil tam kaminizi bilimsel ¢alismada kullanmak istemekteyiz.
Calismamiz hastaligin klinik siddetinin tahmin edilebilmesi ve tedaviye ydnelik giivenilir
kararlar alinmasina izin verecektir.

Sonuglar &ncelikle bilimsel amacgla kullamilacak, kisisel bilgileriniz gizli tutulacak, sorun
saptanmasi halinde durum size bildirilecek ve alinmas1 gereken &nlemler konusunda ayrintili
bilgilendirme yapilacaktir. Parasal bir bedel ¢demenizi gerektirmeyen ve size de bir édeme
yapilmasi sdz konusu olmayan bu galigmaya katlmama ve katildiktan sonra ¢ekilme hakkiniz
bulunmaktadir. Ek bilgi talebiniz olursa sdzlii olarak karsilanacaktir.

Arastirmamiza katilmayi kabul ediyorsaniz, liitfen asagidaki béliime adimzi-soyadimzi

yazip tarih ve imza atimz. Tesekkiir ederiz. ) )
Yik. Lis. Ogr. Yasemin Ozkiigiik

SOZ KONUSU ARASTIRMAYA, YUKARIDA BELIRTILEN KOSULLAR
CERCEVESINDE HICBIR BASKI VE ZORLAMA OLMAKSIZIN KENDI RIZAMLA
KATILMAYI KABUL EDIiYORUM.
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