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OZET

Amac: Tezimizin amaci, K562 hiicre hattinda ve Beta Talasemi Major hastalarinin
primer eritroid hiicre kiiltiirlerinde, HbF indiiksiyon yolaklarinda ise karisan BCL11A4
ve KLFI genlerindeki genetik varyasyonlar ile resveratrol ve sodyum butiratin
epigenetik mekanizmalart modifiye etme O&zellikleri arasindaki iliskiyi ortaya

koymaktir.

Yontem: K562 hiicre hatt1 ve iyi siniflandirilmis 30 BTM hastasinin primer eritroid
hiicre kiiltiirlerinde, resveratrol ve sodyum biitiratin p38, ERK1/2 ve NRF-2 sinyal
yolaklar1 ile globin genleri RNA profilleri iizerine olan etkisine bakildi. HbF
miktarin1 regilile eden faktdrler arasinda KLFI tim gen, BCLIIA rs11886868
varyant1 ile Xmnl polimorfizmleri Sanger Dizileme ve RFLP yontemleri ile tespit

edildi.

Bulgular: Resveratrol ve sodyum biitiratin, K562 hiicrelerinde doza bagimli olarak
hemoglobinizasyonu artirdiklar1 gozlendi. Her iki ajanin sinerjetik bir etkisi
gozlenmedi. Yiiksek dozda resveratrol kullaniminin apoptotik etkisi gozlendi. Her iki
ajanin da transkripsiyonel olarak gama globin indiiksiyonu yapabildikleri gosterildi.
K562 hiicre hattinda NRF-2, ERK1/2 ve p38 aktivasyonu gozlenirken hastalarin
primer eritroid hiicrlerinde p38 aktivasyonu ve ERK1/2 inaktivasyonu gozlendi.
BCL11A4 rs11886868, Xmnl polimorfizmi ve KLF'I genindeki varyasyonlar literatiirle

uyumlu bulundu.
Sonu¢: Beta talasemi major hastalarinda, HbF indiiksiyonu i¢in kullanilacak
farmakolojik ajanlarin se¢iminde, bireysel genetik ve epigenetik faktorler dikkate

alinmalidir.

Anahtar Kelimeler: HbF indiiksiyonu, talasemi, farmakogenetik, epigenetik.



ABSTRACT

Objective: Our aim is to reveal relationship between genetic variations of KLF'I and
BCLI11A4 genes which are implied on HbF induction pathways, and modifying
properties of epigenetic mechanisms of resveratrol and sodium butyrate on both

K562 cells and primary erythroid cells in patiens with beta thalassemia major.

Method: RNA profiles of globin genes, p38, ERK1/2 and NRF2 signalling pathways
were evaluated in both K562 cells and primary erythroid cells in 30 well-
characterized BTM patients in which were induced with resveratrol and/or sodium
butyrate. Among the factors which regulates the amount of HbF; KLFI whole gene,
BCL11A4 1s11886868 variation and Xmnl polymorphisms were investigated by using
both RFLP and Sanger Sequencing.

Results: Resveratrol and sodium butyrate caused dose-dependent hemoglobinization
pattern in K562 cells. No synergistic effect was found between these two agents.
Apoptotic effect was observed at high dose resveratrol in K562 cells. The potential
of gamma globin induction of both resveratrol and sodium butyrate were elucidated.
NRF2, ERK1/2 and p38 activation were screened in K562 cells while there was
activation of p38 and inactivation of ERK1/2 pathways in primary erythroid cells of
patients. BCLIIA rs11886868, Xmnl polymorphisms and KLFI variations were

found to be compatible with the literature.
Conclusion: Guidance on selection of pharmacological molecules in HbF induction
studies, individual genetic and epigenetic factors should be taken account in patients

with beta thalassemia major

Key words: HbF induction, thalassemia, pharmacogenetic, epigenetic
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1. GIRIS

Beta talasemi tiim diinyada en sik gozlenen otozomal resesif kalitilan monogenik bir
kan hastaligidir. Hastalik 6zellikle Akdeniz Bolgesi cografyasi igerisinde bulunan
populasyonlarda sik goriilmektedir. Kendi icerisinde klinik olarak 3 farkli kategoride
degerlendirilen beta talasemi hastalifinda; major ve intermedia hastalar1 farkli
transfliizyon sikliklart ve hematolojik parametreler ile degerlendirilirken, mindr

bireyler asemptomatik olup transfiizyon almazlar.

Genetik olarak baslica beta globin (HBB) genindeki mutasyonlar hastaliga sebep
olmaktadir. Genetik tan1 merkezlerinde hastaliga sebep olan mutasyonlarin tespiti

icin rutin olarak beta globin gen mutasyonlar1 degerlendirilmektedir.

Hastalarda transflizyon sikligimi etkileyen onemli bir faktor ancak elektroforezde
tespit edilebilen fetal hemoglobinin (HbF) miktaridir. Yiiksek HbF miktar ile
transflizyon siklig1 arasinda negatif bir korelasyon bulunmaktadir. Ayn1 HBB

genomik profiline sahip beta talasemi hastalarindaki farkli transfiizyon
gereksinimleri HbF miktarin1 kontrol eden baska genomik bolgelerin olabilecegi

fikrini ortaya ¢ikarmustir.

Literatiirde HbF miktarin1 artiracak 4 farkli tedavi stratejisi bulunmaktadir. Bunlar,
demir selasyon tedavisi, allojenik kok hiicre nakli, gen tedavisi ve farmakolojik
olarak indiikleyici molekiilleri kullanmak suretiyle farkli hiicre i¢i yolaklar1 modiile
ederek HbF miktarin1 artirmaktir. P38, ERK, JNK gibi MAPK yolaklar ile
antioksidan yolaklardan olan NRF-2 yolagimin modiilasyonu umut vaadetmektedir.

Ayrica kullanilan sodyum butiratin epigenetik olarak calistig1 bilinmektedir.

Yukaridaki bilgiler 1s1ginda tezimizin amaci; K562 hiicre hattinda ve hastalarin
primer eritroid hiicre kiiltiirlerinde, HbF indiiksiyon yolaklarinda ise karisan BCL11A
ve KLFI genlerindeki genetik varyasyonlar ile resveratrol ve sodyum butiratin
epigenetik mekanizmalart modifiye etme O&zellikleri arasindaki iliskiyi ortaya

koymaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1.Hemoglobinopatiler

Diinya populasyonunun yaklasik %7’si (yaklasik 420 milyon) bir globin gen
mutasyonu tagtyicisidir. Bazi bolgelerdeki tasiyict sikligir %?25’lere, hatta daha
korunmus bolgelerde %70’lere kadar ylikselmektedir. Bugiin diinyada 1693 farkli
anormal hemoglobin varyanti ve talasemiler bildirilmektedir.
(http://globin.bx.psu.edu/cgi-bin/hbvar/query vars3 Erisim tarihi: 20.06.2016).
Akraba evliliginin yapildig1 toplumlarda homozigot hasta bireylerin sayisi ile
mutasyon siklig1 artmakta, hem de ayni tip mutasyonlarin one ¢iktig1 goriilmektedir.
Son caligmalarda, diinya genelinde bu tasiyicilardan her yil yaklasik 300.000 ile
400.000 hasta ¢cocuk dogumunun gergeklestigi, bunlarin %90’dan fazlasinin diisiik
ve orta gelirli iilkelerde oldugu bildirilmektedir (Cousens ve ark., 2010). Birgok
iilkede kontrol altina alinan hemoglobinopatiler, diinyanin ve iilkemizin en 6nemli
saglik sorunu olarak yerini korumaya devam etmektedir. Hemoglobinopatiler tek gen
hastaliklar1 olmalarina karsimn, genis klinik ve hematolojik varyasyonlar ile
karakterizedirler. Hemoglobinopatilerdeki bu heterojenitenin temelinde de
hemoglobini olusturan farkli globin zincirlerinin genetik varyasyonlar1 ile diger
genetik ve genetik olmayan faktdrler yatmaktadir. Insanin gelisim basamaklarinda
farkli hemoglobin molekiilleri, globin genlerinin koordineli ekspresyonlar1 ile
diizenlenir. Insan genomunda, kromozom 16p13.3’de yerlesen alfa gen demeti
(HBAC), dort fonksiyonel gen (HBZ, HBA2, HBA1, HBQI1) igerir. Beta globin gen
demeti (HBBC) ise kromozom 11p15.4 bolgesinde yerlesmis olup, bes fonksiyonel
gen (HBE1, HBG2, HBG1, HBD, HBB) igerir. Sadece alfa ve beta globin
zincirlerine bagli varyasyonun temelinde, 1650°den fazla farkli mutasyon
yatmaktadir  (http://globin.bx.psu.edu/cgi-bin/hbvar/query vars3  Erisim tarihi:
20.06.2016).

Globin zincir sentezlerinin yoklugu veya azalmasi ile karakterize olan
hemoglobinopatiler, genellikle iki grup altinda; talasemiler ve yapisal hemoglobin
varyantlart (anormal hemoglobinler) olarak siniflandirilirlar. Talasemilerin en iyi

tanimlanan tipleri; a, 3, y, 0, 0P ve eydp talasemilerdir (Kohne, 2011).



Sik goriilenlerden alfa talasemiler, alfal ve alfa2 genlerinin ikiser kopyasini
ilgilendiren ve daha ¢ok delesyonel tip mutasyonlarla ortaya ¢ikan; sessiz tasiyici,

tastyici, HbH hastalig1 ve HbBart’s Hidrops fenotipi ile karakterizedirler.

Beta talasemi ise, siklikla nokta mutasyonlarla ortaya ¢ikan genomda iki kopya gen
ile karakterize, tasiyici, intermediya ve major fenotipi ile klinik yansimasi en sik
goriilen  hemoglobinopatilerden  biridir. Daha ¢ok talasemilerle anilan
hemoglobinopatilerin, sistemik hastalik olmalar1 nedeniyle bir¢ok genin isleyis
bicimi de etkilenmekte ve bircok gen de klinik gidisati ve isleyisi modifiye
edebilmekte, hastaligin siddetini degistirebilmektedir.

2.1.1 Beta Talasemi

Talasemi, 1925 yilinda ilk defa, Italyan-Yunan orjinli 4 pediyatrik olguda belirgin
anemi, karaciger-dalak biiylimesi ve kemik deformiteleri ile eritroblastik anemi veya
daha sonralar1 bulan kisiye ithafen Cooley’s anemi olarak adlandirilmistir. Yunanca
“deniz” veya “Akdeniz” anlamina gelen -thalassa ve “kan” anlamina gelen -haemia
kelimelerinin birlesiminden olusan bir kelimedir ve ilk kez 1932 yilinda
kullanilmistir (Whipple, 1935). Yine Yunan alfabesindeki alfa (o), beta (f), gamma
(v), delta (5), epsilon (g), zeta ({) 6n ekleri ile olusturduklari1 globin zincirine ismini
verirler. Eritrositler igerisinde 4 globin zinciri tetramerik halde bulunurlar ve eritrosit
icerisinde oksijen ve karbondioksit tagimakla gorevli hemoglobinin yapisina katilirlar
(sekil 2.1). Fetusun olusumundan erigkin bireye kadar farkli embriyolojik siireglerde
eritrositler icerisinde 2 alfa benzeri globin zinciri ile beraber bulunurlar (Wood,

1976).



- -

Sekil 2.1: Embriyolojik siirecte hemoglobin molekiiliinii olusturan alfa ve beta benzeri globin
zincirlerinin zamana bagli degisimi ile sentezlendigi doku veya organlar (Wood, 1976). Orjinal
sekilden modifiye edilmistir.

2.1.2 Beta Talasemi Epidemiyolojisi

Tim talasemiler arasinda Beta Talasemi (Brand ve ark.), diinya genelinde en sik
gbzlenen otozomal resesif kalitilan bir kan hastaligi olup Akdeniz’e kiyis1 bulunan
Sardinya (%12), Kibris (%14) gibi adalar ile Malezya, Endonezya, Tayland ve
Singapur gibi Giiney Dogu Asya iilkelerinde yiiksek tasiyici frekanslarinda gozlenir
(Flint ve ark., 1998). Bununla beraber Akdeniz iilkeleri (Yunanistan, Italya, ispanya,
Portekiz), Orta Asya, Orta Dogu, Hindistan, Giiney Cin, Uzak Dogu, Giiney
Amerika ve Kuzey Afrika kiyilarinda prevalansi yiiksektir (Flint ve ark., 1998).
Kuzey Avrupa dahil diinyanin hemen hemen her iilkesinde, populasyon gogleri ve
farkli etnik gruplar arasindaki evlilikler sebebiyle, diinyada talasemi tastyicisi sayist
artmakta ve diinya genelinde yaklasik 100 milyon beta talasemi tasiyicisi oldugu
tahmin edilmektedir (Flint ve ark., 1998).

Uluslararas1 Talasemi Federasyonu verilerine gore ise yaklagik 200.000 talasemi
hastas1 diizenli tedavi almaktadir (http://www.thalassaemia.org.cy/haemoglobin-

disorders/beta-thalassaemia, Erisim tarihi:30 Haziran 2016).



2.1.3 Genomda Beta Globin Geninin Yerlesimi ve Yapisi

Insanda 11 numarali kromozomun kisa kolunda (11p15.5) lokalize olan beta globin
(HBB) geninin (Gene 1D:3043), normal allelik varyanti1 3 ekzon, 2 intron ve 1600
niikleotidden olusmaktadir (Efstratiadis ve ark., 1980; Lawn ve ark., 1980). Bu
lokusta sirasiyla 5’-Epsilon-G gama-A gama-Delta-Beta-3’ yoOniinde organizasyon
goriliir ve lokus, beta globin lokusu olarak bilinir
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene?Db=gene&Cmd=ShowDetailView& TermToSea
rch=3043, Erisim tarihi:14.06.2016).

Lokusun kontrol mekanizmasi elemanlarindan birisi olan ve LCR (Locus Control
Region) ad1 verilen, HBB’nin 5’ ucuna yaklasik 40 kb uzaklikta bulunan (Sekil 2.2) 5
adet DNaz Hyper Sensitive (HS) kontrol bdlgeleri ile saglanmaktadir (Levings ve
Bungert, 2002).

LCR HS S 4321 € Gy Ay & B
—HHHH— -—
_ ~15 kbp
-o0 kbp

R |
insan Gelisimi Boyunca Globin Vitellis Fetal Eriskin
Gen Ekspresyonu Kesesi Karaciger Kemik Iligi

Sekil 2.2: Beta globin gen lokusunun diyagramik gosterimi: LCR:Locus Control Region, HS:Hyper
Sensitive (Levings ve Bungert, 2002).Orjinal sekilden modifiye edilmistir.

Otonom sessizlestirme ve gen rekabeti (competition) modelleri, beta globin
lokusundaki hangi globin geninin ne zaman ifade edilecegini belirleyen modeller
arasinda, 2000’li yillarin basina kadar gosterilmis ve iizerinde ¢alisilmis modellerdi
(Stamatoyannopoulos, 2005). Otonom sessizlestirme modeline gore inaktive edilecek
genin promotor bolgesine baglanacak bir seri transkripsiyon faktorii, LCR ile
inaktive edilecek genin fiziksel etkilesimini bozup LCR loop (halkasi) olusumunu

imkansiz hale getiriyordu (Sekil 2.3).



2.1.4 Globin Degisim Siirecinde Gorev Alan Bashca Transkripsiyon Faktorleri
GATAL1:ilk olarak 1989°’da zinc finger (¢inko parmak) motiflerine sahip, eritroid
spesifik beta globin baglanma proteini (Eryfl) olarak isimlendirildi (Evans ve
Felsenfeld, 1989). HbF seviyesi %59.5 olan Congenital Erythropoietic Porphyria
hastaligina sahip bir bireyde p.R216 W mutasyonu goriildii (Phillips ve ark., 2007).

BCL11A (B-Cell Lymphoma/Leukemia 11A): Onceleri B lenfosit gelisimi igin
elzem olan bir transkripsiyon faktorii olarak tanimlanan BCL11A’nin (Liu ve ark.,
2003b) ileriki boliimlerde daha ayrintili anlatilacag: tizere, diisiik seviyeleri, yliksek
HbF miktan ile iligkili bulunduktan sonra (Sankaran ve ark., 2008), gama globini
direkt baskilayan bir transkripsiyon faktorii olarak giindeme geldi (Sankaran ve ark.,
2009). Beta globin lokusunda; GATAT1, FOG1 (Friend of GATA1), SOX6 ve NuRD
(Nucleosom Remodelling and DeAcetylase) kompleksleri ile molekiiler kompleksler

olusturdugu bilinmektedir (Sankaran ve ark., 2008; Xu ve ark., 2010).

SOX6 (SRY Box 6): Eritropoyetik dokularda eksprese edilen SOX6 gelisimin farkl
zamanlarinda hiicre farklilagmasin1 saglayan transkripsiyon faktorlerinden birisi
olarak bilinmektedir (Wegner, 1999). GATAI ve BCL11A ile beraber gama globin
sessizlestirilmesinde longe range intraction (uzun mesafe etkilesimi) seklinde etki
gosterirler (Xu ve ark., 2010). SOX6’nin genomik yapisini bozan bir dengeli
translokasyon vakasinda eritropoyezde veya hemoglobin seviyelerinde her hangi bir

degisime sebep olmadig1 gosterilmistir (Sankaran ve ark., 2011a).

KLF1 (Kriippel Factor 1): Eritroid KLF olarak da bilinen protein, CACCC
dizilerine baglanir (Miller ve Bieker, 1993) ve HBB geni aktivasyonu i¢in gereklidir
(Nuez ve ark., 1995). ileride ayrintili anlatilacag: iizere KLFI mutasyonlar1 yiiksek

HbF ile iligkili bulunmustur (Borg ve ark., 2010)

¢-MYB (Cellular Myeloblastosis): Thein ve arkadaslar1 6q23’de HBS1L-MYB
genleri arasinda yer alan intergenik bir bolgenin HbF ekspresyonunu kontrol eden bir
aday bolge olarak tanimladilar (Craig ve ark., 1996). Daha sonra birbirinden

bagimsiz ¢aligsmalar bu lokusun HbF ekspresyonu ile olan iliskisini ortaya koydu.
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Bunlardan ilki trizomi 13 karyotipinde bir hastada yiiksek HbF seviyesine sebep olan
2 farkli mikro RNA, miR-15a ve miR-16-1 tanimladilar. Bu iki miRNA’nin iizerinde
baskilama etkisi gosterdikleri hedeflerden bir tanesi MYB idi (Sankaran ve ark.,
2011b). Ikinci ¢alismada HBSIL nin tamamen fonksiyon kaybima neden olan bir
mutasyonu (loss of function) tastyan bir hastada hemoglobin fenotipini etkilemeyen
fenotiplerin s6z konusu oldugunun bulunmasi, HBS/L’den ziyade MYB geninin

yiiksek HDF ile iligkisi olabilecegi fikrini dogurdu (Sankaran ve ark., 2013).

2011 yilinda yiiksek HbF seviyesi ile iliskilendirilen ve HBSL1-MYB arasindaki
intergenik bolgede 3 bg’lik delesyonu kesfedilen bir hastada bu delesyonun, 20 sene
once kesfedilen (Wadman ve ark., 1997) ve MYB transkripsiyonu icin gerekli olan
TALI/GATA kompleksinin inhibisyonuna neden olarak ilgili fenotipe yol actig1
gosterildi (Farrell ve ark., 2011).

NF-E4 (Nuclear Factor-Erythroid 4): Ilk defa tavuk globin switchinginde
(degisiminde) bulunan genin insan homologu olan p22NF-E4, CP2 adi verilen baska
bir transkripsiyon faktoriiyle beraber SSP (Stage Selector Protein) olarak da bilinirler
ve K562 hiicre hattindaki ektopik ekspresyonunun gama globin genlerinin
ekspresyonunu artirdigi gosterilse de insan globin switchingindeki tam rolii ortaya

cikartlamamistir (Sankaran ve ark., 2010).

COUP-TF (Chicken Ovalbumin Upstream Promoter-Transkription Factor):
Epsilon ve gama globin promotorunda yliksek korunmusluk derecesine sahip DR1
(Direct Repeat) dizilerine sahip bolgedeki mutasyonlar HBE! (Epsilon globin) ve
HBG1/2 (Gama globin 1 ve 2) genlerinin sessizlestirilmesine yol agarlar (Aerbajinai
ve ark., 2009; Choi ve Engel, 1988; Filipe ve ark., 1999). SCF (Stem Cell Factor)
eklenmis hiicre kiiltiirii calismalarinda gama globin iizerindeki baskilama 6zelligi

ortadan kalkar (Aerbajinai ve ark., 2009).

Ikaros-PYR Kompleksi: Delta globin (HBD)’nin 5’ucuna dogru 250 baz giftlik
pirimidince zengin DNA dizisine SWI/SNF-NuRD kromatin remodeling (yeniden
diizenlenme) kompleksi ile beraber yer alan baska bir komplekstir. Delesyon

durumunda HPFH ile alakal1 yiiksek HbF seviyesi goriiliir (O'Neill ve ark., 1991).



BRG1 (Brahma Related Gene 1): Genel olarak transkripsiyonel aktivasyon
saglayan SWI/SNF kompleksinin bir iiyesidir. Beta globin lokusunda ise ayrica PYR
kompleksinin bir elemanidir (Bank, 2006).

MBD (Methyl CpG Binding Domain): Metillenmis DNA’ya baglanarak, HDACI
(HistonDeAcetylase) kompleksi elemanlar1 ile birlikte eriskin eritroid hiicrelerde

ozellikle HBG1/2 genlerini baskilamak i¢in gereklidir (Singal ve ark., 2002).

DRED/TR2/TR4 (Direct Repeat Erythroid Definitive): 2000 yilinda HBEI
promotorundaki DR1 dizilerine TR2 ve TR4 reseptorleri ile beraber yiiksek afinite
ile baglanarak HBE I’ nin baskilanmasina neden olur (Tanimoto ve ark., 2000). Ayn1

zamanda GATA1’in de baskilanmasina sebep olur (Tanabe ve ark., 2007).

Daha ¢ok embriyonik ve fetal eritropoyezde kabul goren gen rekabeti modeline gore
ise eksprese edilecek genin transkripsiyonel ¢evresi hangi globinin ifade edilecegini
gosterir (Sekil 2.4). Daha sonra ayrintili bahsedilecegi iizere erigkin hemoglobin
switch (degisimi)’'nde ise daha ¢ok otonom sessizlestirme modeli gama globin
ekspresyonunu baskilayacak sekilde oOzellesecektir. HBB organizasyonunda daha
sonraki yillarda farkli genlerdeki mutasyonlarin kesfi ile epigenetik mekanizmalarin
da ise karistigi karmasik modeller ve bunlara baghh tedavi yaklagimlari

gerceklestirildi (Krivega ve ark., 2015; Renneville ve ark., 2015).



Sekil 2.3: Epsilon geninin sessizlestirilmesini gosteren sekilde GATA, YY1, XKLF NF-Y ve DRI
transkripsiyon faktorlerini gostermektedir. Bu transkripsiyon faktorlerinin bir araya gelmesiyle
inaktive edilecek epsilon globin geni igin represor kompleksi olusturulur. LCR:Locus Control Region.

Orjinal sekilden modifiye edilmistir (Stamatoyannopoulos, 2005) .

o R
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Sekil 2.4: Hemoglobin switchinde gen rekabeti modeli:Bu modelde transkripsiyon g¢evresi 6nem
kazanmaktadir. Kirmizi ile gosterilen transkripsiyon faktorii fotal globin ekspresyonuna izin

vermektedir. Orjinal sekilden modifiye edilmistir (Stamatoyannopoulos, 2005).

Insanda 11 numrali kromozomun kisa kolunda yer alan betaa globin geninin (HBB)
niikleotid dizisi sekil 2.5°de verilmistir. Bundan sonra bu dizide meydana gelen

mutasyonlardan ve mutasyonlarin klinik yansimalarindan bahsedilecektir.



ccctgt;;o;ccacacccto;;;tt.lg:::gctoetecec;;agcn...agggca.;ogcco.agct;a‘{igz::g
gteaggreagagccatctattgettACATTTGCTTCTGACACAACTGTGTTCACTAGCAACCTCAMMCAGACACERTE

ValHisLeuThrProGluGluLysSerAlaValThrAlalLeuT lyLysValAsoValAa luvalClyGlyGCl
GTGCACCTOACTCC TGAGGAGARGTC TGCCGTTACTBLCCTETG S0 TGAACGTOCA TEARG TTCCTERTCAR

AlaLouGler
6CCCTG66 AﬁgitunrcuutncueacAwmuwuccurunacrwxnummu

LeuleuValvValTyr
ACTCTTGGGTTTCTGATAGGCACTGACTC TCtc"CCYA"“!C"“"CCCACCC"@_‘(!GCYGGYGGYCT

ProTepTheGloArgPhePheGluSerPheGlyAspleuSerThrProAspAlaValMetGlyAsoProlysVallys
CCYTGEACCC‘G&G!ITC!ttGAB!CCYTTGG GATCTGTCCACTCCTGATGCTRTTAT (A T

B T A AR A A A AR SR et
:‘.'?E:E{gkak?gg‘c.? W?&"Eg?&“&w}'“' ETGAGTCTATGGGACCCTTGATGTTTT
CTTITCCCCTTCTYTTTCTATGGTTAAGTTCATGTCATAGGAAGGGGAGAAGTAACAGGGTACAGTTTAGAATGGGAAAC
AGACGAATGATTGCATCAGTGTGGAAGTCTCAGGATCOTTTTAGTTTCYTYTATTTGCTGTTCATAACAATTGTTTTC
TITYGT YT AATTCTTGCY I TCT I T Y TTITCTTCTYCCGCAATTTITACTATTATACTTAATGCCTTAACATTGTGTAY
AACAAAAGGAAATATCTCTGAGATACATTAAGTAACTTAAAAAAAAACTTTACACAGTCTGCCTAGTACATTACTATY
TGGAATATATGTGYGCTTATTTGCATATTCATAATCTCCCTACTTTATTTTCTTITTATTTTTAATTGATACATAATCA
TTATACATATTTATGGGTTAAAGTGTAATGTTTTAATATGTGTACACATATTGACCAAATCAGGGTAATTTTGCATT
TETAATTTTAAAAAATGCTTTCTTCTTTTAATATACTTITTTTGTYTATCTTATTTCTAATACTTTCCCTAATCTCTTY
CTTTCAGGGCAATAATGATACAATGTATCATGCCTCTTTGCACCATTCTAAAGAATAACAGTGATAATTTCTGGGTTA
AGGCAATAGCAATATTTCTGCATATAAATATTTCTGCATATAAATTGTAACTGATGTAAGAGGTTTCATATTGCTAA
TAGCAGCTACAATCCAGCTACCATTCTGCTTTTATTTTATGGT TGOGATAAGGCTGGATTATTCTGAGTCCAAGCTAG

LeuLeuClyAsnVallLeuValCysValleuAls
GCCCTTTTGCTAATCATGTTCATACCTCTTATCTTCCTCCCACKBLTCCTGEG CGTGCTGGTCIZtGTGCTGG(C

HllnilPhoGlzkx:CluPboThrPto?roValctnAlaAlof 1al nValv.lAlacl¥V¢lAlaAsaAlaLeu

CATCACTTTGGCARAGAAT TCACCCCACCAGTGCAGGCTGCCTAT T66TGGCTEETETEECTAATGCCCTE
AlaHisLysTyrHis
sccmmsrirc@crcccmcnscmccmncmrmnccmsnccctwrccmm

TAAACTGGGGEATATTATGAAGGGCCTTGAGCATCTGGATTCTGCCTAATAAAAAACATTTATTTTCATTG a0t gat
REACLLANACLACLECRAAtAtLLLACtANOOORRRAMIRIERRIRRLCARLRCALttanaacatanagasatgaty
agctgttcasaccttggrasaatacactatatcttaaactccatgaasgaagrtgaggctgcaaccagctaatpgcaca
LtggcaacCapCCCCtgatgectatgecttattcatcCClCagasaagRattcligt agaggcttgattigcaggttaa
agttttpctatgctgtatrttacattacttattgitttagctgtccticatgaatgtcttrrcactacccattigetta
tcctgeatctetctcagecttgact

Sekil 2.5: Orjinal 1980 tarihli makaleden alinan ABB niikleotid dizisi. Baglangi¢ kodu ATG ve bitis

kodu TAA olan dizi iizerlerinde aminoasit dizisi yazili 3 ekzon ve 2 introndan olusan 146 amino

asitlik bir proteini kodlar. Ekzon-intron baglantilarin1 gosteren GT-AG dizleri ayrica gosterilmistir.
(Lawn ve ark., 1980)
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2.1.5 Beta Talasemide Mutasyonlar ve Klinik Siniflandirma

Beta talasemiye neden olan beta globin gen mutasyonlarinin tipi ve siklig1 bolgelere
gore farkliliklar gostermektedir. Ulkemizde goriilen gok farkli tipte beta globin gen
mutasyonlarin en sik goriileni IVS.I.110 (G>A) mutasyonudur (Keser ve ark.,
2004). Beta globin geninin regiilator, ekzon ve intronik bolgelerinde meydana gelen
mutasyon tiplerinin, hastalarin klinikleri iizerinde degisiklik gosterdigi de
bildirilmektedir. Cogunlugu nokta mutasyonu olmak iizere, beta globin zinciri
iizerindeki 214 adet genomik degisikligin 153 tanesi Beta ile iliskilidir. Ulkemizde,
3 farkli ¢alismada ortaya c¢ikarilmis en sik goriilen BT mutasyonlar1 Tablo 2.1°de

verilmistir.

Tablo 2.1: Tiirkiye’de gergeklestirilmis 3 farkli caligmada beta globin mutasyon cesitleri ve
frekanslar1. (Bilgen ve ark., 2011).

Mutasyon

Frekans ( %6)
Tipi

Bu calisma Basak ve ark Keser ve ark

Her ii¢ caligmadan da anlasilacagi lizere lilkemizde en sik goriilen beta globin
mutasyonu IVS-I-110 (G>A)’dir (Basak ve ark., 1992; Bilgen ve ark., 2011; Keser
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ve ark., 2004). ND:Not Detected (saptanmayan), FSC:Frame Shift (¢erceve kaymasi)
Deletion: delesyon. Orjinal sekilden modifiye edilmistir.

Beta globin geninde meydana gelen mutasyonlarin, hemoglobin {izerine olan
etkisinden dolayr eritrositlerdeki degisimler, klinik parametreleri ortaya

cikarmaktadir.

Mikrositoz: 80 fL’den diisik MCV (Mean Cell Volume, Ortalama Eritrosit Hacmi)

degeri ile karakterize kii¢iik eritrositleri ifade eden bir terimdir.

Hipokromi: 27 pg/h’den diisik MCH (Mean Cell Hemoglobin, Ortalama Hiicre
Hemoglobini) degeri ile karakterize, bir eritrositin icerisindeki ortalama hemoglobin
miktarmni ifade eden bir terimdir. Ortalama Hb miktar1 diisiince kan yaymasinda daha

soluk eritrosit boyanmasi goriiliir (Sekil 2.6).

Anizositoz: Talasemi majorde artmis RDW (Red cell Distribution Width) degeri ile
karakterize, eritrositlerin normal boyutlarindan sapma farkliligini ifade eden bir
terimdir. RDW degeri genellikle MCV ile beraber bir anlam ifade etmektedir.
Ornegin yiiksek RDW degeri, demir eksikligi anemisinde diisiik MCV ile beraber,
gorliliirken, folat eksikligine bagli anemide yliksek MCV ile takip edilir. Normal
araligt %11,5-%14.5 arasindadir (sekil 2.6, http://ehealthhall.com/microcytosis-
symptoms-causes.html., Erigim tarihi: 19.06.2016).

Sekil 2.6: Bir kan yaymasinda, mikrositoz, anizositos ve hipokromi drnegi.Orjinal sekilden modifiye
edilmistir (http://ehealthhall.com/microcytosis-symptoms-causes.html)

BT, erigkin bireyde 2 alfa ve 2 beta zincirinden olusan eriskin hemoglobin tetrameri

icerisinde (HbA1) yer alan beta globin zincirinin sentezindeki azalma (beta+) veya
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yokluk (beta0) ile karakterize bir hastaliktir (DJ ve JB, 2001). Yeterli beta globin
zinciri sentezi ise beta++ ile gosterilir. Klinik ve hematolojik parametrelere bagh
olarak 3 ana smifta incelenirler, Beta Talasemi Major (BTM), Beta Talasemi
Intermedia (BTI), Beta Talasemi Tastyiciligi (BTT). BTT, klinik olarak semptom
gostermeyen (asemptomatik) ve spesifik hematolojik parametreler gosterirken,
BTM’de siddetli kan transfiizyon bagimliligi s6z konusudur. BTI ise klinik ve
genotipik olarak ¢ok heterojen bir grup olup, hastalar asemptomatik olabilecegi gibi
BTM’de oldugu gibi sik sik kan transfiizyonuna ihtiya¢ duyabilirler. Beta talasemide
klinik, alfa zincirlerinin non-alfa zincirleri ile dengesiz eslesme oraniyla iligkilidir
(Cao ve Galanello, 2010). Eritrositler igerisinde eslesmemis alfa zincirleri ¢okelti
olusturarak hiicre membraninda oksidatif hasara bagli olarak hiicre 6liimii ile iligkili
inefektif eritropoyeze sebep olurlar (Olivieri N, 2001). Beta globin zincirinde azalma
oldugu zaman genellikle beta benzeri olan gama globin ve/veya delta globin
zincirlerinde bir artis goriiliir ve sirasiyla bu hemoglobinler fetal hemoglobin (HbF)

ve erigskin globiilin 2 (HbA2)’yi olustururlar (Tablo 2.3).

BTM’li 2 yasindan kii¢lik ¢cocuklarda, siddetli mikrositik-hipokromik anemi (diisiik
MCV ve MCH), iliml sarilik ve karaciger-dalak biiyiimesi ile karakterizedirler ve
tedavi almazlarsa gelisme geriliginin yani sira etkisiz eritropoyez gosterirler
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK 1426/ Erisim tarihi: 19.06.2016, Tablo
2.2).

Yeni dogan taramasi seklinde yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) ile 12
ayliktan daha kiigiik ¢ocuklarda hemoglobin elektoforezine goére belirgin patern

verirler (Tablo 2.3, (Telen MJ ve RE, 1999))

Tablo 2.2:Yaygin kullanilan kan parametrelerine goére beta talaseminin siniflandirilmas.

Normal Hasta Tasiyic1

Eritrosit —— p ) o Kadin BTM BTT
Endeksi

MCV 89.1+5.01 87.6+5.5 50-70 <79
MCH (pg) 30.9£1.9 30.2+2.1 12-20 <27

Hemoglobin Erkek: 11.5-15.3
15.9+1.0 14.0+0.9 <7
(g/dL) Kadin: 9.1-14

Orjinal tablodan modifiye edilmistir.
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Tablo 2.3:Bir yasindan kiiciik cocuklarda HPLC sonuglari ile beta talaseminin siniflandirilmasi.

Etkilenmis Tasiyic1
p+Tal Homozigot
Hb Normal . veya B+/p0
B0-Tal Homozigot Birlesik BTT
Heterozigotlar#
HbA1
(o2 B2) 96%-98% 0 10%-30% 92%-95%
HbF
<1% 95%-98% 70%-90% 0.5%-4%
(02 72)
HbA2
(02 62) 2%-3% 2%-5% 2%-5% >3.5%

#Birlesik heterozigotluk durumunda ayni genin komsu bdlgelerinde farkli genomik degisimler sz

konusudur. Orjinal tablodan modifiye edilmistir.

2.1.6 Beta Talasemi Major Hastalarinda Klinik Seyir

BTM’nin klinik profili ilk 6 ay ila 2 yas arasinda izlenir. Etkilenmis kisilerde soluk
cilt rengi ve gelisme geriligi gozlenirken ilerleyen zamanlarda kisa siireli tekrarlayan
atesler, ishal ve splenomegaliye bagli abdomen biiylimesi goriiliir. Bu yaslarda tant
koyulabilir ve tedaviye baglanirsa 95-105 g/l Hb degeri hedeflenerek 11 yasina

kadar normal geligsme saglanabilir (Rund ve Rachmilewitz, 2005).

11 yasindan sonra ise kisilerde asir1 demir yiikiine bagli kalp (dilate
kardiyomiyopati), karaciger (fibroz ve siroz), endokrin bez (diyabet, paratiroid,
tiroid, hipofiz ve daha az goriilmekle beraber adrenal bez) sistemik hastaliklari ile
sekstiel gelismede gecikme gibi bir ¢ok hastalik izlenebilir. Dalak biiyiimesi, kronik
hepatit, HIV enfeksiyonu, vendz tromboz, osteoporoz gibi diger komplikasyonlar da
ilerleyen donemlerde gozlenebilir. En sik goriilen ileri donem hastaliklart
kardiyomiyopatiler ve kemik gelisimindeki anomaliler (genu valgum, kranifasiyal
abnormaliteler) yer almaktadir (Rund ve Rachmilewitz, 2005). Diizenli transfiizyon
ve dogru selasyon kullanimi ve gelisen teknoloji sayesinde son 10 yilda kardiyak
mortalitelerde belirgin bir azalma gozlenmistir (Borgna-Pignatti ve ark., 2004;

Modell ve ark., 2008; Telfer ve ark., 2006).
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2.1.7 Beta Talasemi Intermedia Hastalarinda Klinik Seyir

BTM’deki kadar agir demir yiliklemesi s6z konusu olmadig1 i¢in demir yiiklemesine
bagli komplikasyonlar ya daha ileri yaslarda goriiliir ya da daha az siddetli goriliir.
Karaciger ve dalak biiyiimesi, orta dereceden siddetli dereceye degisebilen kemik
deformiteleri, osteopeni ve osteoporoz, kolelitiyazis-sarilik gibi komplikasyonlar
BTI’da daha az siddetle izlenir (Cappellini ve ark., 2012; Eldor ve Rachmilewitz,
2002). Trombotik komplikasyonlar ise BTM’de %0.9 oraninda gozlenirken BTI’da
%4 oraninda gozlenir (Aessopos ve ark., 2007; Succar ve ark., 2011). Splenektomi
ve diizenli transfiizyon terapisinin trombolitik komplikasyonlar agisindan koruyucu

rolleri olduklar1 gdsterilmistir (Taher ve ark., 2010).

2.1.8 Talasemide Transfiizyon ve Selasyon

Hedeflenen Hb miktarim1 9-10 g/dL  miktarlarinda tutabilmektir. Her bir
transfiizyonda yaklasik olarak 200 mg demir viicuda girer ve demir metabolizmasini
diizenlemek i¢in karacigerde iiretilen Hepcidin, BTM hastalarindaki inefektif
eritropoyez sebebiyle yeteri kadar sentezlenemez. Karacigerde fazla biriken demir
sebebiyle barsaklardan ihtiyactan daha fazla demir emilimi gerceklesir. Bu ise
karaciger, kalp ve dalakta daha biiylik tahribata yol agar (Ganz, 2011; Gardenghi ve
ark., 2010). Bu sebepledir ki demir selasyon tedavisinde kardiyak ve hepatik
disfonksiyonun Oniine ge¢ilmeye ¢alisilir. Diizenli selasyon tedavisinin T2
myokardiyal ve sol ventrikiil fonksiyonunu gelistirdigi gosterilmistir (Cassinerio ve

ark., 2012; Maggio ve ark., 2012).

Tedavide deferasirox (Exjade) ve deferiprone (ferriprox) gibi oral selatorlerin yant
sira deferoxamine (desferal) gibi intravendz veya subkutenoz uygulanan selatorler

kullanilmaktadir (Angelucci ve ark., 2008; Olivieri ve ark., 1998).

2.1.9 Hematopoyetik Kok Hiicre Nakli (HKHN)

Allojenik (ayn1 tiiriin farkli bireylerinden)colarak yapilan ve kemik iligi, periferal
kan veya gobek kordonundan gergeklestirilebilmektedir. Genellikle kisinin
kardesinden veya yakin akrabalarindan yapilmaktadir. Ilk basarili allojenik kok hiicre
nakli 1982 yilinda 16 aylik erkek cocuga 16 yasindaki kiz kardesinden kemik iligi

transferi (Chaisue ve ark.) seklinde yapilmis ve basarili olmustur (Thomas ve ark.,
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1982). HLA uyumlu kardeslerden alinan ve erken donemde gergeklestirilen (18
yasindan once) kemik iligi veya gobek kordonundaki kok hiicre nakillerinde basari
orani daha yiiksek bulunmusken, dolasimdaki periferal kan kok hiicre nakillerinde
GVHD (Graft Versus Host Disease, Vericinin T hiicrelerinin alicida ciddi
komplikasyonlar olusturmasi) sebebiyle daha diisiik nakil basar1 oran1 saptanmustir.
Nakil basarisi, demir yiikii yiiksek olmayan ve demir yiikiine bagh ciddi
komplikasyonlar1 olmayan hastalarda daha yiiksek bulunmustur (Angelucci ve ark.,
2014). 18 yasindan sonra genellikle transplantasyondan ¢ok fazla verim alinamaz ve
cok az sayida merkez ileri yas nakilleri gerceklestirir. Bilinen transplantasyona bagli
olim oranm1 %25 olarak agiklanmistir (Gaziev ve ark., 2005). Tiim diinya genelinde
uzun siireli takip sonucu elde edilen verilere gore 1980 ve 1990’lar ile
kiyaslandiginda, hastalarin %90’dan daha fazlasi hayatta iken bunlarin %80°ninde
hastalikla iliskili semptomlar ortadan kalkmistir (Angelucci, 2010).

2.1.10 Beta Talasemi’de Insan Gen Tedavi Calismalar

Giliniimiizde BTM’de en etkili tedavi sekli HKHN olarak uygulansa da HLA uyumlu
dondr ihtiyaci, donériin periferal kanindaki kok hiicreleri mobilize etmek igin
kullanilan GCSF’in (Graniilosit Colony Stimulating Factor) yan etkileri, girisimsel
kemik iligi toplama islemi, gobek kordonundaki kok hiicre sayisinin yeterli
olmamas gibi bazi kisitlayici faktorler alternatif yeni tedavi yontemleri gelistirilmesi
ihtiyacini ortaya ¢ikarmistir (Bernaudin ve ark., 2007; Hsieh ve ark., 2014; Locatelli
ve ark., 2013; Walters ve ark., 2000).

Viral vektorler kullanilarak gergeklestiren gen tedavi stratejileri arasinda BTM
hastaligini tedavi etmek i¢in gelistirilen BB305 Lenti Globin isimli vektor, 28 Ekim
2015 tarihinde uluslararasi, cok merkezli, agik uglu-tek doz uygulamali, devam eden,
Faz1/2 The NorthStar Study (HGB204) calismasinda, 13 transfiizyon bagimli BTM
hastasina uygulanmistir (Marina Cavazzana ve ark., 2015). American Society of
Hematology (Chaouch ve ark.) Kongresi’nce paylasilan 9 tane hastanin 6 aylik takip
verilerine gore;

Beta0 fenotipine sahip olan 4 hastada transfiizyon bagimliligi %33-%100 degisen

oranlarda azalmisken, diizeltilmis ortalama hemoglobin iiretimi 5.0g/dL olarak
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saglanmigtir.BetaD olmayan 5 hastada ise transfiizyon bagmmliligi ortadan

kaldirilmistir.

Tek merkezli acik uglu devam eden HGB205 calismasindaki 4 BTM hastasi ile
baslanmis ve 2 tanesi (1201 ve 1202)’nin uzun siireli takip verilerine gore;

1201 numarali hastada 23.4 aylik transflizyon bagimsizlig1 saglanirken toplam
hemoglobin miktarinin 7.9 g/dL’si diizeltilmis hemoglobine ait olmak {izere 10.8
g/dL’ye ¢ikti1, 1202 numarali hastada ise 20.1 aylik transfiizyon bagimsizligi
saglanmig ve 10.3 g/dL’si diizeltilmis hemoglobine ait olmak tizere 13.1 g/dL toplam
hemoglobin miktar1 saglanmistir (http://www .bluebirdbio.com/medical-
professionals/., Erisim tarihi: 20.06.2016). Geleneksel gen terapi yontemlerindeki
diistik gen modifikasyon etkinligi, insersiyonel mutagenez riskleri, olasi immiin
cevap ve yiiksek maliyet farkli gen terapi yaklasimlarini ortaya ¢ikarmistir (Cottle ve
ark., 2016) . Bunlar arasinda son yillarda bulunan ve invitro ¢alismalari umut vaat
eden CRISPR-Cas9 (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats-
Cas9) genom diizenleme yontemi heniiz invivo insan faz ¢aligmalarinda

kullanilmamistir (Masuda ve ark., 2016; Niu ve ark., 2016; Shariati ve ark., 2016).

BTM’nin klinigini girisimsel olmayan yontemlerle iyilestirmeyi amaglayan
yaklagimlardan bir tanesi de,oksijen afinitesi yiiksek olan fotal hemoglobin (HbF)

miktarinin artirilmasidir.

2.1.11 Beta Talasemi’de Farmakolojik Calismalar

Erigkin bireylerin c¢ogunda toplam hemoglobinin yalnizca %1°1 kadar1 fetal
hemoglobin (HbF) molekiiliinden olusur (Thein ve Craig, 1998). Baz1 bireylerde ise
HbF miktar1 daha fazla olabilmektedir. Ozellikle hig transfiizyon almamis fakat beta
talasemi mutasyonlart saptanmis, klinigi daha i1limli seyreden bazi durumlarda ise
HbF miktarmin yiliksek oldugu gozlenmis olup bu durum HPFH (Hereditery
Persistance of Fetal Hemoglobin, Fetal Hemoglobinin Kalitimsal Devamlilig1) olarak
bilinmektedir (Bollekens ve Forget, 1991; Ottolenghi ve ark., 1982). Boylece HbF
miktarmi artirmayt hedefleyen yeni bir aragtirma alani giindeme gelmis olup HbF

seviyeleri diigiik bireyler ile yiiksek bireyler arasindaki farkliligi genom diizeyinde
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aciklayabilmek amaciyla tiim genomla iligkili ¢alismalar (GWAS; Genome Wide

Association Studies) baslatilmistir (Maurano ve ark., 2012).

2.2 Fetal Hemoglobin Miktarim1 Diizenleyen Yeni Mekanizmalar
Organizmanin gozlemlenebilir fenotipik oOzelliklerini (quantitative trait), kabaca
farkli kromozom bolgelerindeki (lokus) genomik degisiklikler ile ortaya ¢ikarmayi
amaglayan GWAS calismalarinda anlamli bulunan lokuslar i¢in QTL (Quantitative
Trait Locus) ad1 verilmektedir (Falconer ve Mackay, 1996). Arastirmalarin sonunda
en az 4 genomik bolge ile iliski kurulmus olup (Borg ve ark., 2010; Farrell ve ark.,
2011; Lettre ve ark., 2008; Menzel ve ark., 2007; Nuinoon ve ark., 2010; Solovieff
ve ark., 2010; Thein ve ark., 2007; Uda ve ark., 2008) bunlar;

1. 11p15.4°deki HBB ve olfaktdr reseptdr genlerini igeren bir bolge (%10.2)

2. 6p23.3’deki HBS1L-MYB (HBSI1-like translational GTPase - v-myb avian

myeloblastosis viral oncogene homolog) arasindaki intergenik bolge olan
HMIP (%19.4)

3. 2pl6.1°deki BCL11A (B-Cell CLL/Lymphoma) lokusu (%15.1)

4. 19p13.13’deki KLF1 (Kriippel Like Factor 1) geni olarak verilmektedir.
Ik 3 tanesinin farkli etnik gruplarda, HbF seviyesindeki %20-%50’lik degisiklikten
sorumlu oldugu gosterilmistir (Bae ve ark., 2012; Cardoso ve ark., 2014; Makani ve
ark., 2011; Nguyen ve ark., 2010; Wonkam ve ark., 2014).
HBB lokusu igerisinde HBG2 (G Gama Globin) promotorunda yer alan -158 C>T
degisimi (rs7482144), normal bireyler ile orak hiicre anemisi veya BT hastalarindaki
yilksek HDbF seviyeleri ile iliskili bulundugunu gosteren degerli c¢alismalar
bulunmaktadir (Gilman ve Huisman, 1985; Labie ve ark., 1985; Leonova ve ark.,
1996; Sampietro ve ark., 1992). Bu bolge i¢in gdosterilen fonksiyonel durumun
yoklugunda, bu bolgenin HBB lokusundaki LCR (Locus Control Region) igerisinde
yer alan 5’DNAse HS4 bolgesi ile benzer haplotip durumlarinda oldugu
gosterilmistir (Neishabury ve ark., 2013; Neishabury ve ark., 2012; Weatherall,
2012).

Fetal hemoglobin sessizlestirilmesinde gorevli proteinlerden biri olan BCLI14 ile
HBB lokusunda yer alan HS bdlgeler bazi HPFH’a sebep olan delesyonlar
gosterilmistir (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7: HBB lokusundaki gama globin sessizlestirilmesini gosteren model:Delta globin dizisinin
yaklagik 3000 baz oniine yer alan ve gesitli delesyonel tipte HPFH’a neden olan BCLI1A baglanma
golgesini gostermektedir (Sankaran ve Orkin, 2013). Orjinal makaleden modifiyede edilmistir.

BCL114 baglanma bolgesini icermeyen delesyonlardaki HbF yiiksekligi, bu bolgeyi
iceren delesyonel HPFH’a sebep olan mutasyonlara gore daha diisiiktiir (Craig ve

ark., 1994; Ghedira ve ark., 2013). Sekil 8’de farkli tipte HPFH’ a sebep olan

delesyonel tip mutasyonlar gosterilmistir.
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Sekil 2.8:BCL11A4 baglanma bolgesine gore bazi delesyonel HPFH tiplerinin gosterimi (Ghedira ve
ark., 2013). Orjinal makaleden modifiye edilmistir.

2.2.1 BCL11A4 Varyantlari ile HbF Arasindaki iligki

Sardinya’da en sik goriilen, HBB’de 39. kodonda stop kodonu olusturan ve Beta0’a
sebep olan homozigot mutasyona sahip fakat yine yiiksek HbF seviyesi ile
iligkilendirilmis Xmnl (C>T) polimorfizmi olmayan 74 BTM ve 52 BTI olgusunda
BCLI1A’nin 2.intronunda yer alan rs11886868 C alelli tasima ile yiiksek HbF
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seviyesi arasinda yiiksek iliski bulunmustur. Ayni ¢alismada orak hiicre anemisi ile
HPFH’li hastalarda da C alelinin ytiksek HbF ile iliskisi kurulmus olup sadece 1242
kisilik orak hiicre anemi grubunda C aleli tasimanin %8.1 oraninda HbF’i etkiledigi
gosterilmistir. BCLI1A4’daki tiim varyasyonlarin HbF seviyesindeki degisikliklerin
%15.1’inden sorumlu olabilecegi gosterilmistir (Menzel ve ark., 2007; Uda ve ark.,

2008).

Rs1188668’den baska en ¢ok calisilan bir diger SNP ise rs4671393 (A>G)’dir.
Afrikan-Amerikan koékenli 1275 ve Brezilya’li 350 orak hiicre anemisi bireyde
yapilan ¢alismada en yiiksek baglant1 gdsteren varyasyonun sirasiyla %14.1 ve %9
olarak rs4671393 oldugu gosterilmistir (Galarneau ve ark., 2010; Lettre ve ark.,
2008). Tunus kokenli 148 orak hiicreli anemi hastasinin bu iki SNP agisindan
degerlendirilmesi sonucunda ise her bir SNP kendi igerisinde yiiksek HbF seviyesi
ile iligkili olup ikisi arasindan daha fazla baglant1 gosteren SNP, rs4671393 G aleli
olarak bulunmustur. En fazla HbF varyasyonu ise rs11886868 CT ve rs 4671393 GG

olma durumunda goézlenmistir (Chaouch ve ark., 2016).

Etnik kokene bagl olarak farkli BCLI1A varyantlarinin HbF seviyesi lizerine farkli
etkileri olmakla beraber Afrika-Amerikan kokenli orak hiicreli anemi hastalarinda
baska bir varyant olan rs10128556 ile Xmnl polimorfizmi karsilastirildiginda, Xmnl
polimorfizminin bu etnik kokene sahip hastalarda HbF seviyesi lizerine bir etkisinin
olmadig1 da gosterilmistir. Oyle ki bu grupta HbF’i modiile eden en énemli varyantin
rs4671393 yerine rs10128556 oldugu da gosterilmistir (Galarneau ve ark., 2010).
HbF iizerine etkisi oldugu bilinen ve farkli populasyonlarda farkli 6nem derecesine
sahip 12 adet BCLI1A SNP’si icin kisa siire icerisinde tanimlanmasini saglayan

yontemlerin gelistirilmesi kaginilmaz olmustur (Fanis ve ark., 2014)

Dort yasindan once yilda en az 8 transfiizyon alan/almayan talasemi hastalarim
BTM/BTI seklinde gruplandiran bir grubun yaptigi calismaya gore alfa talasemi
mutasyonu ve Xmnl polimorfizminden sonra BCLI1A’daki 1s11886868 C aleli
tasima durumunun BTI ile iliskili olabilecegi belirtilmis olup diger tiim bilinen
modifiye edici bolgelerin hesaba katilmasi durumunda  talaseminin tipini

belirlemede %83.2 oraninda belirleyici oldugu gosterilmistir (Badens ve ark., 2011).
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BCLI114’nin HBB lokusundaki HbF baskilayici 6zelligi, baslica represor epigenetik
modifikasyonlardan olan HDACI1/2 (Histon Deasetiaz) ve DNMT1 (DNA Metil
Transferaz) olarak bilinen proteinler ile etkilesimlerinin bir sonucudur (Bauer ve
ark., 2012; Shi ve ark., 2013; Trowbridge ve ark., 2009; Xu ve ark., 2013). Primer
eritroid hiicre kiiltlirii deneylerinde lentiviral gen tedavi ile eritroid spesifik BCL11A4
knock-down c¢aligmalarinda, gama globin sessizlestirilmesinin Oniine gecildigi
gosterilmistir (Wilber ve ark., 2011). Bu gelismeler dogrultusunda HbF represyonuna
neden olan proteinlerin etkisini ortadan kaldirmaya yonelik farmakolojik
caligmalarin sonucunda HDAC inhibisyonu yapan SCFA (Short Chain Fatty Acids,
kisa zincirli yag asitleri) tiirevleri ile DNA’nin hipometilasyonu saglayan ilaglar
gelistirilmistir. Bunlar arasinda en ¢ok bilineni Akut Myeloid Losemi (AML) ve
Miyelodisplastik Sendrom (MDS) tedavisinde de kullanilan 5-aza-2’deoxycytidine
(Decitabine), DNA metilasyon inhibitorii olarak gorev gérmektedir (Kantarjian ve
ark., 2006; Kantarjian ve ark., 2003). BTI hastalarindaki pilot ¢alismasi basaril
sonuglar verse de uzun donemdeki toksisite potansiyeli yiiziinden giliniimiizde
decitabine, BTM tedavisinde tercih edilen bir ila¢ degildir (Fathallah ve Atweh,
2006; Ley ve ark., 1982; Ley ve ark., 1983; Olivieri ve ark., 2011).

2.2.2 HbF indiiksiyonu i¢cin HDAC Inhibitérlerinin Kullanimi

Hiperinsiilinemiye maruz kalan diyabetik annelerin yeni dogan ¢ocuklarinin, yliksek
dogal n-biitirik asit seviyelerine sahip olmalar1 sayesinde, normal hemoglobin
degisim (switch) paterni gostermedikleri ve yiiksek gama globin seviyelerine sahip
olmalar1, ayn1 zamanda biitirik asidin ¢ocuklarda herhangi bir gelisme geriligine
sebebiyet vermemesi fetal globin ekspresyonu i¢in giivenilir bir ajan olarak
kullanilabilir oldugunu gostermistir (Perrine ve ark., 1985). Daha sonraki yillarda
deney hayvanlarinda, primatlarda, orak hiicreli anemi ve talasemi hastalarinin
eritroid hiicre kiiltiirlerinde, sodyum butirat gibi butirik asit tiirevlerinin denenmesi
ve HbF’i artirict Ozelliklerinin yani sira gama globin  ekspresyonunu artirma
suretiyle alfa/non-alfa imbalansin1 %38 oraninda diizelttigi gosterilmistir (Perrine ve
ark., 1989). Butirk asit tiirevleri arasinda en giivenilir olanlarinin talasemi ve orak
hiicreli anemi hastalarindaki faz 1 ¢alismasinda 3 farkli genotipe sahip BTM ve 3

orak hiicre anemisi hastasina intravendz infiizyonlar halinde uygulanan arjinin
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butiratin minimal yan etki ile maksimum 7 haftalik sonuglarina gore; HbF seviyesi
%6-45 arasinda degisen artis ve 10.2 g/dL’ya ulasan hemoglobin seviyesine
ulagilmistir (Perrine ve ark., 1993; Perrine ve ark., 1994). Bununla beraber, farkli
kullanilis sekilleri olan biitirik asit tiirevlerinin uzun siireli terapotik etkileri
bilinmedigi i¢in ve olasi karsinojeik etkileri olabilecegi diisliniildiigii icin BTM
hastalarinda uzun siireli kullanimi1 hala soru isaretidir (Boosalis ve ark., 2001; Perrine

ve ark., 2005).

Biitirat ve tlirevlerinin ¢esitli timor hiicrelerinde in vitroda hiicre farklilagmasinia
neden oldugu bilinmekteydi (Witt ve ark., 2000). Hiicre i¢i sinyal yolaklarindaki
proteinlerin, bilinen gorevleri ile karsilastirildiginda farklilasmadan sorumlu
proteinler arasinda Onemli gorevleri oldugu bilinen MAPK (Mitogen Activated
Protein Kinase) ailesi iiyelerinin, K562 16semi hiicre hattindaki calismalarinda,
butiratin ERK (Extracellular Signal Regulated Kinase) ve JNK (c-Jun N-Terminal
Kinase) yolaginin inhibisyonuna ve p38 MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase)
yolaginin aktivasyonuna yol agarak eritroid hiicre farklilasmasini sagladig: (sekil 9)
acikliga kavusturuldu (Witt ve ark., 2000). Hatta ERK ve p38 molekiillerinin HbF
indiiksiyonundaki antagonistik etkilerinin hem biyosentezi ve demir aliminda da s6z

konusu oldugu gosterildi (Mardini ve ark., 2010).

K562 hucresi

induklenmemis 7 T \
& 4 5
ERK || INK | | p38 | [ERK | | INK || p38

v v v .
Hucre proliferasyonu
Hucre proliferasyonu artar azalir. ? Hb sentezi artar
Hb sentezi azalir Hb sentezl artar

Sekil 2.9:K562 hiicrelerinde MAPK {iyelerinin roliinii gdsteren hipotetik model (Witt ve ark.,
2000).0rjinal makaleden modifiye edilmistir.
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K562 hiicrelerinde oldugu gibi BT hastalarmin primer hiicre hatlarindan kurulan
hiicre kiiltiirli deneylerinde, sodyum biitiratin yan1 sira, diger bazi HDAC
inhibitorleri olan hemin, trichostatin A, scriptaid ve apicidin gibi molekiillerin, p38
MAPK hiicre i¢i sinyal yolagini kullanarak gama globin seviyesini artirdig
gdsterilmistir (Cao ve ark., 2004; Pace ve ark., 2003; Wei ve ark., 2007). Ozellikle
apicidin molekiiliiniin diger HDAC inhibitorlerinden daha diisiik dozlarda istenilen
cevab1 vermesi, p38 MAPK sinyal yolag: ile diger bir epigenetik yolak olan histon
asetilasyonu saglayan HAT (Histon Acetyl Transferase)/p300’iin aktivasyonuna
sebep oldugu gosterilmistir (Wei ve ark., 2007).

2.2.3 BCL11A’nmin NuRD Kompleksi Tle Tliskisi

BCLI1A’nin  primer eritroid hiicrelerinin beta globin lokusunda, GATAI
transkripsiyon faktorii ve icerisinde HDAC1/2 gibi proteinlerin bulundugu represor
ozellikteki NuRD (Nucleosom chromatin Remodeling Deacetylase) kompleksi ile
beraber bulundugu kromatin immunopresipitasyon c¢alismalarinda gosterilmistir
(Sankaran ve ark., 2008). NuRD kompleksindeki varliklarindan dolayr HbF
indiiksiyonu i¢in HDAC inhibiyonu hedef alinirsa bu HDAC’lerin HDAC1/2 olmast
gerektigi bildirilmistir (Bradner ve ark., 2010).

2.2.4 Antioksidan Molekiillerin HbF Indiiksiyonundaki Yeri

Talasemi tedavisinde Onemli gelismeler olsa da transfiizyon sonrasi asirt demir
yiikiine bagli bazi doku hasarlart durumu s6z konusudur. Hiicre membrani ile organel
membranlarindaki demir yiikiine bagli olarak gelisen peroksidatif stres, Ozellikle
karaciger, hipofiz bezi, pankreas ve kalpte doku hasarina sebep olmaktadir
(Doroshow ve ark., 1980; Halliwell ve Gutteridge, 1990). Hiicredeki oksidan ve
antioksidant denge oksidatif hasarin siddetini belirler. Eritrosit ve plazma
icerisindeki E vitamini yetersizligi ile superoksit dismutaz (Gaziev ve ark.) gibi
enzimlerin eksikligi yetersiz peroksidant korumaya sebep olmaktadir (Giardini ve
ark., 1985; Suthutvoravut ve ark., 1993). E vitamininin BTM hastalarinda oral ve
parenteral uygulamalarini karsilagtiran bir c¢aligmada parenteral E vitamini
uygulamasinin eritrositleri oksidatif hasardan koruyabildigi gosterilmistir (Giardini
ve ark., 1985). Beta talasemide, E vitamini, fermente papaya iiriinleri, C vitami

(askorbat), curcumin gibi c¢esitli antioksidan molekiiller reaktif oksijen tiirlerinin
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olusumuna bagl oksidatif stresi engellemede basarili olsalar da, hastalarda anemik
tablonun uzun siireli iyilesmesinde etkili olamamislardir (Amer ve ark., 2008b;
Dissayabutra ve ark., 2005; Prus ve Fibach, 2010). Demir selasyonu yapan ajanlar
oksijen radikalleri olusumuna sebep olan demiri uzaklastirdiklari i¢in ayrica
antioksidan olarak kabul edilebilirler (Prus ve Fibach, 2010). Son dénemde selatorler
ile oral N-Asetil Cystein veya E vitamini birlikte kullanim1 oksidan stresi azalttig1
gibi, 3 aylik tedavi sonrasindaki, transflizyon Oncesi kan parametrelerinde de
iyilesmeyi sagladigi gosterilmistir (Ozdemir ve ark., 2014; Rachmilewitz ve ark.,

2005).

Son donemde yayinlanan giincel bir makalede ise lotus bitkisi (Nelumbonucifera
gaertn) yapragindan elde edilen bir 6ziitiin gii¢lii antioksidan, anti hemolitik ve demir
selasyonu etkisi yaptig1 gosterilmistir (Fibach ve Rachmilewitz, 2010; Pangjit ve
ark., 2016). Fetal hemoglobin indiiksiyonu i¢in kullanilan bir ¢ok molekiiliin hiicre
ici stres sinyallerine cevap veren 6zellikle p38 MAPK gibi sinyal yolaklar ile gama

globin miktarim artirdiklar1 gosterilmistir (Tablo 2.4,Mabaera, West et al. 2008 ).

Tablo 2.4: HbF indiiksiyonu i¢in kullanilan bazi ajanlar ve etki mekanizmalar1

Ajan Simif Ise karisan yolak
DNMT
5-Azasitidin inhibitor cAMP
Hidroksiiire Sitotoksik cAMP
NO/cGMP
P38 MAPK
Anisomisin Sitotoksik P38 MAPK
Butirat SCFA P38 MAPK
ROS/p38
MAPK
cAMP
Valproat SCFA P38 MAPK
Apicidin HDAC P38 MAPK
Scriptaid HDAC P38 MAPK
Trichostatin A HDAC ROS/P38 MAPK
Talidomid IMiD ROS/P38 MAPK
CysNO NO vericisi NO, cGMP
mTOR
Rapamisin inhibitor mTOR

Tabloda SCFA (kisa zincirli yag asitleri, Short Chain Fatty Acids, ayr bir sinif olarak ele alinmis olup
HDAC igerisinde bulunmaktadir.) NO:Nitrik Oksit, ROS:Reactive Oxygen Species,
cAMP:cyclicAdenosine Mono Phosphate, cGMP:cyclic Guanosine Mono Phosphate, IMiD:immun
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Modulator Drug, mTOR:murine Target of Rapamycin, DNMT:DNA Metil Transferaz (Mabaera ve
ark., 2008).

HbF indiiksiyonu yapabilen 2 farkli molekiilin (Angelicin, Resveratrol), NRF-
2/ARE Nuclear factor erithroid-Related Factor 2/ Antioxidant Response Element)
yolagimi aktive etme oOzellikleri (Kode ve ark., 2008; Lampronti ve ark., 2003;
McMahon ve ark., 2001; Rodrigue ve ark., 2001) hesaba katildiginda p38°den baska
hiicre i¢i sinyal yolaklarinin HbF indiiksiyonundan sorumlu olabilecegi gosterilmis
oldu (Macari ve Lowrey, 2011). Lowrey ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismaya gore
yiiksek antioksidan aktiviteye sahip tert-Butylhydroquinone (tBHQ) isimli molekiil
K562 hiicrelerinde en etkili HbF indiiksiyonunu saglayan molekiil olarak secilmis ve

hiicre iginde NRF-2 yolagin aktive ettigini gostermislerdir (Sekil 2.10).

Bazal KEAP1 Aktif
H

Durum W"" """ 2 Durum

Oxidation

N or Alkylation
@O ) &

ARE (TGACnnnGCA)
y-globin promoter

\ / —
(GATAx2 | CACC SSE ATA

— :
-200 150 100 50 0

Sekil 2.10:NRF-2/ARE antioksidan hiicre i¢i yolag: (Orjinal makaleden modifiye edilmistir).

Normal kosullarda altinda KEAP1 proteini tarafindan proteazomlarda inaktif halde kalmas1 saglanan
NRF-2 proteini, elektrofiller veya reaktif oksijen tiirlerinin, KEAP1’in NRF2 iizerindeki baskisini
ortadan kaldirmas: sayesinde, NRF2’nin niikleusa gitmesini saglarlar.Niikleusa giden NRF-2, MAF
proteinleri ile beraber promotorunda ARE dizisi (TGACnnnGCA) tasiyan antioksidan o6zellikteki
NADPH-quinone oxireductase 1 (NQO1), glutamate-cysteine ligase (GCL), and glutathione S-
transferase (GST) gibi proteinler ile 7/7 baz eslesmesi sayesinde gama globin promotoruna baglanarak
fetal globin ekspresyonu saglar (Macari ve Lowrey, 2011).SSE:Stage Selector Element.

Resveratroliin farkli ¢alismalarda NRF-2 sinyal yolagini calistirdigi, K562 ve primer
eritroid hiicrelerde gama globin ekspresyonu sagladig: bildirilmistir (Fibach ve ark.,
2012; Ungvari ve ark., 2010). 2012 yilinda Fibach ve arkadaslarinin yapmis oldugu
calisgmada 7 talasemi hastasinin primer hiicre kiiltiiriinde gergeklestirdikleri
resveratrol ile HbF indiiksiyonu c¢alismasinda (tablo 2.5) hiicre i¢i sinyal yolaklarina

herhangi bir atif yapilmadan antioksidan yanit ve HbF indiiksiyonu parametreleri
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degerlendirilmis ve resveratrolin BTM hastalarinda hastalarin genotiplerine bagl

olarak kullanilabilecegi 6ne siiriilmiistiir (Fibach, Prus et al. 2012).

Tablo 2.5:Resveratroliin farkli genotipteki BT hastalarinin eritroid hiicreleri iizerindeki etkisi (Fibach,
Prus et al. 2012).

HbF (%)
40 uM HbF (Kat

Hasta No Genotip Resveratrol Indiiksiyon)

1 B*39/pIVS1-110 1421 2027 144
2 B39/p°39 8.08 18.02 224
3 B39/ IVS1-6 13.07 1931 147
4 B*39/B*IVS1-110 1025 927 383
5 B°39/p*IVS1-6 21.15 27.01 127
6 BIVSI-6/8°TVS1-110 1.97 11.42 578
7 B39/ TVS1-110 335 585 1.75
7 B39/8°IVSI-110 35 9.07 259
7 B39/8°TVSI-110 3.1 651 211

Bu caligmalara ek olarak son yillarda K562 hiicrelerinde doz bagimli olarak
resveratrol kullaniminin p38 sinyallesmesini artirip, ERK1/2 sinyallesmesini

azaltarak antiproliferasyona yol a¢tig1 da ayrica gosterilmistir (Wu ve ark., 2015).

2010 yilinda Nature Genetics dergisinde yayinlanan bir ¢alismada, Malta kokenli 10
HPFH (Hereditery Persistence of Fetal Hemoglobin) tanili bireylerin ailelerine
gidilip HbF’i modifiye eden diger bolgelerin varliklar: linkaj ¢aligsmalarini takiben
tiim genom fonksiyon analizleri ile arastirildi ve Kriippel Like Factor 1 (KLFI)
geninde p.K288X mutasyonunun heterozigot varlig1 ilk defa olarak HbF modifiye
eden yeni bir gen olarak tanimlandi1. Dahas1 KLF1’in BCL11A’y1 aktive ettigi ve HbF
indiiksiyonunu baskiladig1 gosterildi (Borg ve ark., 2010). KLFI’in sadece saglam
bir kopyasinin BCLI1A iizerindeki yetersiz aktivasyon etkisi (haploinsufficeiency)
yliksek HbF seviyesi ile iligkilendirilerek HbF indiiksiyonu i¢in yeni bir HbF
indiiksiyon hedefi olarak KLF'I etkisinin hafifletilmesi gerektigi onerildi (sekil 2.11).
KLFI’in mutasyonlarinin (9 tane), saglikli bireylerde daha onceki yillarda herhangi
bir patolojiye yol agmadan sadece Lutheran kan gruplar iizerine etkileri (Singleton
ve ark., 2008) ve fonksiyon olarak, konumuz olan HBB spesifik bir transkripsiyon
faktorlii olarak beta globin (HBB) promotorundaki CACCC dizilerine baglandigi
biliniyordu. Oyle ki ayn1 promotor bélgedeki 2 farkli mutasyonun (-101 C>T, -101
C>@G), silent (sessiz) beta talasemi ile iliskisi kurulmus ve bireylerde HbA1
ekspresyonda diisliklik  HbA2 ekspresyonlarinda kismi artiglar gozlenmisti
(Gonzalez-Redondo ve ark., 1989; Moi ve ark., 2004; Ristaldi ve ark., 1990).

26



KLF1 wt/wt KLF1 wt/p.K288X

@—> BCL11A @ — @

@
-

Sekil 2.11:Yetigskinlerde KLFI’in beta benzeri globin ekspresyonunu diizenledigini gdsteren
model:Bu modele gore wt:wild type, yabanil tip. a) KLFI, tercihli olarak HBB genini aktivasyonunu
saglarken (Donze ve ark., 1995; Wijgerde ve ark., 1996)BCL11A4 tizerinden HBG’yi sessizlestirir b)
K288X mutasyonunu tagiyan bireylerde hem KLF1 hem de BCL11A ekspresyonu diiseceginden HBG
iizerindeki sessizlesme 6zelligi biiyilik oranda ortadan kalkar ve HBG genleri eksprese olur (Borg ve
ark., 2010).

Ayni yil KLFI genindeki p.E235K mutasyonu, bir bagka grup tarafindan CDA’I1
(Congenital Dyserythropoietic Anemias) 2 hastada de novo olarak bulunmustur.
Ayrintili analiz edilen 1 hastada HbA1 ve HbA2 toplam1 %55.5 iken HbF %37.3
olarak bulunmustur ve eriskin bireyde hi¢ olmamasi gereken Hb Portland (%2.2)
gozlenmistir. Ayrica, ilgili hastada aym1 gende daha once patojenik olmadigi

gosterilen heterozigot p.S102P mutasyonu da gozlendi (Arnaud ve ark., 2010).

2011 yilinda yapilan bir ¢alismada ise KLFI mutasyonlariin sinirda (borderline)
HbA2 seviyesi ile iligkili oldugu ortaya cikarilmis olup, 145 bireyin 52’sinde
(%35.9) KLFI mutasyonu, bunlarin 42’sinde (%80.8) de p.Ser270X mutasyonu
bulunmustur. p.T327S and p.T280 H283del mutasyonlar1 (tablo 2.6) ise ilk kez
bulunmustur (Perseu ve ark., 2011). Atipik beta talasemi tasiyicilarinda (MCV ve
MCH normal olup HbA2 seviyesi 3.3-3.8 arasinda olan) farkli KLFI
mutasyonlarmin (sekil 2.13) dikkate alinmasi gerektigi gosterilmis olup aym
calismada BCL11A4 rs11886868, HBS1L-MYB 1rs9399137 ve Xmnl varyasyonlari ile
yliksek HbF arasinda bir iligki bulunamamuistir (Perseu ve ark., 2011).
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Tablo 2.6:Farkli KLFI mutasyonlar1 ile HbA2 ve HbF arasindaki iligki.

Mutasyon [p.Ser270X |p.Thr280_His283del |p.Arg319GlufsX34 [p.Leu326Arg p.Thr327Ser |p.Lys332GIn
Birey Sayist 42 2 4 1 2 1

HbA2 % ort 3,6 3,7 35 4 34 38

HbF % ort 2,1 1,25 22 0,7 1,8 0,9

Orjinal makaleden modifiye edilmistir.

Ayni1 y1l yapilan bagka bir ¢aligmada ise HbF seviyesi %1.5-%25 arasinda degisen,
farkli etnik orjinli 131 yetiskin bireyin 11’inde (%8.4), 10 yeni KLFI mutasyonu
saptanmis olup mutasyon bulunan bireylere ait hematolojik parametreler tablo 2.7°de
verilmistir (Gallienne ve ark., 2012). KLFI promotor bolge mutasyonunun (-148
G>A) ve birlesik heterozigot tipte farklt mutasyonlarinin yiiksek HbF degeri ile
iliskisi ve farkli bir fenotipik etki olarak yliksek eritrosit i¢i ¢inko protoporfirin
seviyesi ile iligkisi, ilgili calismalarda gdsterilmistir (Radmilovic ve ark., 2013; Satta

ve ark., 2011).

Tablo 2.7:KLF] mutasyonu tasiyan bireylerde genotip-fenotip iliskisi

Etnik Grup [Hb |Eritrosit MCV |MCH [HbA2 |HbF |HBB |Alfa KLF1
Britanya 14.3 16,18 69,4 23,1 3,3 3 HPFH [N/N K54£sX9
Pakistan 12.7 (4,72 794 126,9 |2,4 14,6 |HPFH |N/N R301C
Afrika 10.6 (5,43 61 19 2,4 6,6 |HPFH |(-3.7/N) |R301H
Afrika 12.1 (4,74 81 25,5 (2,8 7,3 |HPFH |(-3.7/N) |W313C
Tayland 12.6 |5,51 752 22,8 |24 |59 |HPFH [(-3.7/N) |R328H
Slovakya 13.0 (4,29 91,7 130,3 |3,2 8,7 |HPFH |N/N R328L
Afrika 10.7 (4,24 80,4 1252 3,3 6,8 |HPFH |(-3.7/N) |T334K
Afrika 8.9 |BD 73 23 3,8 6,7 |HPFH |(-3.7/N) |*

Vietnam 13.7 15,38 77,6 1254 12,8 9,5 |HPFH |(-3.7/N) [G176fsX179/L51R
Kore 13.8 15,34 78 24,5 |4 1,7 [HPFH |(-3.7/N) |G176fsX179
Tayland 11.8 15,80 62,1 1204 |BD 11 EE N/N T334R
Nijerya 12.7 16,00 67 21 BD 20,3 |SS (-3.7/-3.7) |*

HPFH:Hereditery Persistence of Fetal Hemoglobin, EE:HbE mutasyonlu homozigot hasta, SS:Orak
hiicreli homozigot hasta olup son hasta 55 kisilik orak hiicre hasta grubundam secilmistir.BD:Belirli
Degill.Orjinal makaleden modifiye edilmistir.

Gilineydogu Asya’da en yaygin HBB mutasyonu olan (Fucharoen ve Winichagoon,
2011) ve varyant hemoglobinler arasinda smiflandirilan ve Beta+ fenotip ile
iligkilendirilen HbE (Cod 26, GAG>AAG), HbF ve HbA2 degerleri yliksek HbE
homozigot mutasyonlu 575 birey ve heterozigot 278 bireyde yapilan giincel bir
calismada (Tepakhan ve ark., 2016), bilinen 9 KLFI mutasyonunun yani sira 5 yeni
KLFI mutasyou (Q217X, Q223X, Y290 S293del, K307N, and M358I) daha
tanimlanmistir (Sekil 2.12).
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Sekil 2.12: KLF1 Mutasyonlarin1 gosteren diyagram A:Bilinen 9 KLFI geni mutasyonu ile yeni
bulunan 5 mutasyonunun KLFI genindeki lokaliasyonlar: ile (B) yeni bulunan mutasyonlarin DNA
dizi analiz sonuglar1. E:Ekzon F:KLF1’in DNA’ya baglandig1 zinc finger (¢inko parmak) domeynleri
(Tepakhan ve ark., 2016)

Ayni1 calismada, Xmnl polimorfizmi, BCLI1A4’daki rs4671393, HBSIL-MYB
(rs4895441) ve (rs9399137) polimorfizmleri de degerlendirilmis olup HDbE
hastalarindaki farkli HbF ekspresyon profillerine, KLFI ile diger 4 modifiye edici

varyasyonun birlikte etkisi olabilecegi gdsterilmistir.

KLFI’in HbF artiric1 etkisinin 2010°daki kesfinden sonra son 6 yil icerisinde 65’den
fazla KLF1 varyant1 farkli fenotipler ile iliskilendirilmigtir. Bunlar arasinda HPFH,
farkli Lutherian kan gruplar1 olusumu, siddetli diseritropoyetik anemi, hidrops fetalis
gibi fenotipler bulunmaktadir. KLF1’in alfa ve beta talasemideki kan parametrelerine
etkisi Sekil 2.14’de Ozetlenmeye calisilmistir (Perkins ve ark., 2016). Yapilan
caligmalarin toparlandig1 bir derlemede KLFI varyantlari sebep oldugu fenotipik
ozelliklere gore 4 farkli sinifa (Class1, Class2, Class3, Class4) ayrilmistir;

Simif 1 varyantlar:: KLF1’in DNA’ya baglanma domeyni disinda meydana gelen ve
genellikle yanlis anlamli mutasyonlarin (aminoasit degisikligine sebep olan) sebep
oldugu, Trans Aktivasyon Domeyni (TAD) igerisindeki mutasyonlarin ise KLF1

aktivitesini engelleyebilecegi mutasyonlardir.
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Simif 2 varyantlari: KLF1’in azalmis aktivasyonuna sebep olan genellikle yanlis
anlamli mutasyonlarin ve nadiren topyekiin ¢er¢ceve kaymasina neden olmayan (in
frame) delesyonlari i¢erisinde bulundugu grupta birlesik heterozigot mutasyonlara ev

sahipligi yapar.

Smif 3 varyantlari: Giidiikk protein olusumuna bagli disfonksiyonel durum agiga
cikar. Daha ¢ok stop kodonu olusturan veya cergeve kaymasma sebep olan
mutasyonlar (frame shift) bu gruptadir. Bu gruptaki KLF1 proteini DNA baglanma

bolgesi igermez. Diger alel normal oldugunda 1limli fenotipe yol agar (Sekil 2.13).

class 1
class2 | (.
class3 |l [ Il L1 m i || I

zinc finger 1 zinc finger 2 zinc finger 3

' v vy o ' v vy ' vV

KLF1 281 CAHPGCGKSYTKSSHLKAHLRTHTGEKPYACTWEGCGWRFARSDELTRHYRKHTGQRPFRCQLCPRAFSRSDHLALHMKRH 361
KLF_all @----@-K-Y-KSSHLK-H-R-HTGE-P--C-W--C---F-RSDEL-RH-R-H-G-----C--C---F-RSDHL--H---H
T | (NN I | I ey rr | | |

| I I I I |

K288E A298P W313C S323wW R331G P338T H357P
T280 H283del H299D C316Y L326R R331W P338S H357Q
H299Y T327S K332Q C341Y
class 2 L300P R328L G335R
R301C R328H T334K
R301H T334R
H329R
K288X R301LfsX52 R319EfsX34 R328AfsX31
class 3 K292X T302AfsX52
E306RfsX
class 4 [ E325K ]

Sekil 2.12:KLFI’in fonksiyonel domeynleri ile literatiirde rapor edilen KLF1 varyantlarinin
lokalizasyonlar1. TAD:Trans aktivasyon Domeyni. ZF:Zinc Finger (Cinko Parmak) DNA baglanma
bolgesi (Perkins ve ark., 2016).

Sinif 4 Varyanti: KLF[’in ¢inko parmak 2 ( Zinc Finger 2) bolgesindeki oldukca
korunmus 325. amino asitte de novo olarak meydana (p.E325K) gelen ve siddetli

fenotiplere yol agan gruptur.
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Sekil 2.14:Sin1f 2 ve Siif 3 KLFIvaryantlarinin hemoglobinopatilerin klinik siddeti iizerine etkisi
(Perkins ve ark., 2016).wt:wild type, var:variant.Orjinal makalesinden modifiye edilmistir.

Beta talasemiyi ilgilendiren kismu ile ilgili olarak, tam kan sayiminda diisik MCV ve
MCH ile yiiksek retikiilosit, sinirda (borderline) HbA2, yiiksek HbF seviyesi
durumunda (Sekil 2.14) Smif 2 ve Sif 3 KLFI varyantlarinin aranmasi gerektigi
sOylenebilir (Perkins ve ark., 2016).

2.2.5 HBB Lokusunun Epigenetik Diizenlenmesi
Biyolojide epigenetik, DNA dizisinde bir degisiklik olmadan gen ekspresyonundaki
diizenlenmeyi ifade eden bir terim olup epigenetikteki major mekanizmalar DNA

metilasyonu, histon post translasyonel modifikasyonlar1 ve mikro RNA’lar olarak
one siirtilmektedir (Ginder, 2015; Xu ve ark., 2016). DNA metilasyonu epigenetik

regiilasyonda en ¢ok calisilan mekanizmalardan birisidir ve genellikle
transkripsiyonel inaktivasyon ile sonuglanir. DNA metilasyonu yapan enzimler
arasinda DNMT1 (DNA Metil Transferazl) inaktivasyonu yapan ajanlardan,
decitabin ve 5 azasitidinin HbF indiiksiyoundaki rolleri daha onceki boliimlerde
ayrintili olarak ac¢iklanmig (Ley ve ark.,, 1982) ve hangi hiicre i¢i yolaklar
kullandiklar: tartisiimistt (Mabaera, West et al. 2008 ). DNA metilasyonunu taniyan
molekiiller olarak beta globin lokusunda en ¢ok ismi gegen proteinler ayn1 zamanda
NuRD kompleks elemanlart olan MBD (MethylCytosine Binding Domain)
proteinleri olan MBD1, MBD2, MECP2 ve MBD4 proteinleridir. Bunlar arasinda ise
MBD2-NuRD-Mi2Beta iizerinde yapilan fonksiyonel c¢alismalar sonucunda
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Mi2Beta’nin  BCLIIA ve KLFI’in pozitif regiilatorii oldugu ve kismi olarak
engellendigi durumlarda HbF miktarinda artis oldugu goézlenmis ve Mi2Beta HbF
indiiksiyonu i¢in potansiyel hedef molekiillerinden biri haline gelmistir (Amaya ve

ark., 2013).

DNA metilasyonu yapan veya bu metilasyonu taniyan proteinlerin
inaktivasyonundan baska olmak {iizere, gen sessizlestirilmesinden sorumlu olan bir
grup histon metilasyonu yapan proteinleri inaktive eden ajanlarin da HbF

indiiksiyonu yaptiklar: gosterilmistir (Krivega ve ark., 2015).

Histon metilasyonu yapan bir diger grup protein ailesinden PRMT (Protein Arginin
Methyl Transferase) grubundan PRMT1 ve PRMTS ile FoP (Friends of PRMTI)
inhibisyonu da beklenildigi gibi HbF indiiksiyonu ile sonuglanmistir (He ve ark.,
2013; van Dijk ve ark., 2010).

BCLIIA’nin gama globin sessizlestirmesinde birlikte bir kompleks halinde
bulundugu CoREST (CoRepresor Element] Silencing Transciption Factor) igerisinde
yer alan LSD1 (Lysine Spesific Demethylasel)’in enzimatik inhibisyon
caligmalarinda da HbF indiiksiyonu gézlenmistir (Xu ve ark., 2013).

Mikro RNA’lar (miRNA), post-transkripsiyonel gen sessizlestirilmesinde epigenetik
regiilasyonun 6nemli bir basamagi olarak gorev alirlar (Castel ve Martienssen,
2013). HBB’inin pozitif regiilatorii olan c-MYB’1 baskilayan miR-15a ve miR-16-1
miRNA’larindan bagka (Sankaran ve ark., 2011b), benzer sekilde gama globini
baskilayan BCLIIA’y1 inhibe eden miR-486-3p son donemde bulunan HbF
indiiksiyonunu saglayan hedef bir molekiil olarak tanimlanmistir (Lulli ve ark.,
2013). 2009 yilinda kord kanindaki miRNA’lar ile erigkin bireydeki miRNA’lar
arasindaki ekspresyon farkliliklarini arastiran bir calismada let-7 miRNA’sinin
eriskin 0rneklerde belirgin bir sekilde artmis oldugu goriildii (Noh ve ark., 2009). Bu
calismadan 1 yil 6nce Let-7 6nciil miRNA (pre-let-7 miRNA)’sinin par¢alanmasini
saglayan LIN28B tanimland1 (Heo ve ark., 2008). Fonksiyonel caligmalarla ikisi
arasindaki iligki kuruldugunda, LIN28B nin fetal donemine spesifik bir aktivator
oldugu ve ayrica let-7’nin BCLIIA nin pozitif regiilatdrii oldugu ortaya cikarildi.
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LIN28B aracili let-7 inhibisyonu, BCLI1A4’y1 inhibe ettiginden, HbF indiiksiyonunu
saglamistir (Lee ve ark., 2013).

Sonug olarak HbF indiiksiyonunda, BCL11A ve KLFI gibi iki major transkripsiyon
faktorlerinin, DNA ve histon metilasyonu, histon deasetilasyonu ve miRNA
modiilasyonu gibi epigenetik mekanizmalar ile veya epigenetik mekanizmalardan
bagimsiz olarak yadsinamaz HbF indiiksiyonu 6zellikleri bulunmaktadir. P38 MAPK
hiicre i¢i sinyal yolag: ile farkli bir yolak olan antioksidan sinyal yolaklarinin birlikte
veya yalniz bagslarmma ise karisti§i durumlarda HbF indiiksiyonu meydana

gelmektedir.

Biz de projemizde HbF seviyeleri farkli olan Beta Talasemi hastalarinda BCLI1A,
KLF1 ve Xmnl genotiplemesinin ardindan, bireysel genotip ile indiiklenebilir HbF
seviyesindeki iligkiyi 2 farkli farmakolojik ajan olan resveratrol ve sodyum butirat ile
gerceklestirmeyi amagladik. Bu sayede hangi kimyasalin hangi hiicre i¢i yolagini
daha ¢ok kullanarak ne kadar HbF indiiksiyonu yapabildigi, hastalarin periferal
kanlarindan alinan 6rneklerdeki eritroid oOnciilii hiicrelerin 21 giin siiren, 2 fazh

primer eritroid hiicre kiiltiirii yontemi ile (Fibach ve Prus, 2005) a¢iga ¢ikarilacaktir.
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3.GEREC ve YONTEM

3.1 Hasta Secimi

Proje ¢aligmamiza, Antalya Adem Tolunay Talasemi Kan Hastaliklar1 Merkezi ve
Antalya Kan Hastaliklar1 Vakfinda takip edilen, hasta se¢im kriterlerine (18 yasin
iizerinde, beta talasemi major fenotipli, beta globin gen mutasyonlart belirlenmis,
kan transfiizyonu alan, yiiksek HbF’e sahip), uyan bilgilendirilmis onam formu
doldurtulan (EK-1) 30 beta talasemi major hastasindan transflizyon Oncesi olmak
iizere, heparinli ve K2EDTA’11 tiiplere 3’er ml periferik kan alinmasi ile baglandi. Bu
kan Orneklerinin her birinden DNA eldesi ve periferik kan tek nukleuslu hiicre

(peripheral blood mononuclear cell; PBMC) izolasyonlar1 yapildi.

Hemoglobin elektroforezi ile (Biorad Variant™ Hemoglobin Testing System II)
yiiksek HbF degerine sahip oldugu belirlenen hastalardan 2 farkl tiipe 3’er ml kan
ornegi alindi ve ayni glin heparinli tiiplerden histopaque (Sigma) ile PBMC
izolasyonu ve K2EDTA’l1 tiipten DNA izolasyonlart ticari kitler (Invitrogen) ile
gerceklestirildi.

3.1.1 PBMC (Peripheral Blood Mononuclear Cell) izolasyonu
1. 15 mI’lik falkonda bulunan steril 3 ml 1XPBS soliisyonu (pH:7.2-7.4) {izerine
3 ml heparinli kan eklendi ve karisimin homojenize olmasi saglandi.
2. Baska bir 15 ml falkon igerisine 3 ml histopaque (Sigma 10771, Lot
RNBD2583) eklendi.
3. 3 ml histopaque igerisine 6 ml’lik kan-PBS karisimi yavasca eklendi.
4. Toplam 9 ml’lik karisim 400-500 g’de 30 dk. santrifiij edildi.
5. Ara opak tabakada bulunan PBMC’ler dikkatlice temiz bir falkon icerisine
aktarild1 ve karisim 10 ml’ye PBS ile tamamlandi.
200 g’de 10 dk santrifiij edildi.
Stipernatan atildi. Pellet 5 ml PBS ile resiispanse edildi.
200 g’de 10 dk santrifiij edildi.
Supernatan atildi. Pellet 1-2 ml %10 DMSO, %10 serum igeren sivi
antibiyotiksiz  stvi RPMI-1640 (Gibco, Lot 1581467) besiyerinde

A S
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cryoependorflar igerisinde -20° °C de 1 gece ve -80 °C de uzun siireli olarak

saklandi.

3.1.2 Periferik Kandan DNA izolasyonu

Pure Link Genomic DNA Kits (Invitrogen) ile hastalarin transfiizyon dncesi periferal

kanlarindan genomik DNA (gDNA) izolasyonlar1 asagidaki sekilde yapildi.

1.
2.

10.
11.

12.
13.

14.

Su banyosu veya 1sitic1 blok (heat-block) dnceden 55 °C’ye ayarlandi.
EDTA’l tiiplerden steril 1.5 ml’lik ependorflara alinan 200 pl periferal kan
iizerine kitle beraber gelen 20’ser pl Proteinaz K ve RNaz A eklendi. Pipetaj
yapilip 2 dk oda sicakliginda inkiibe edildi.

Uzerine 200 pl PureLink Genomic Lysis/binding Buffer eklendi ve
vortekslendi.

55 °C’de 10 dk inkiibasyon yapildi.

Uzerine 200 ul %96’k etanol eklendi.5 sn vortekslendi.

640 pl’lik karisim filtreli kolonlara eklendi ve 10.000 g’de 1 dk santrifiij
edildi.

Toplama kab1 atildi ve yeni toplama kabi iizerindeki eski filtreli tiipiin
icerisine etanol ile hazirlanmig 500 pl yikama tamponu (Washing Buffer,
WBI1) eklendi.

10.000 g’de 1 dk santrifiij edildi.

Dokelti atildi, filtreli tiipilin iizerine 500 pl yine etanol ile hazirlanmis WB2
eklendi.

Maksimum hizda 3 dk santrifiij edildi.

Filtreli tiip steril 1.5 mI’lilk ependorfa aktarildi ve 100 pl eliisyon tamponu
ilave edildi.

Oda sicakliginda 60 sn beklendi ve maksimum hizda 60 sn santrifiij edildi.
Filtreli tiip atildi ve 100 pl’lik 6rnek bulunduran 6rnek kalitelendirme igin
spektrofotometrede degerlendirildi.

Ornekler PZR kuruluncaya kadar -20 °C’de saklandu.

3.1.3 Xmnl rs7482144 C>T Polimorfizmi icin Genotipleme

Tablo 3.1°de verilen primer ¢iftleri ile PZR yapildi ve 641 baz ciftlik (bg) amplikon

icin NEB (New England BioLabs Inc.)’in Xmnl restriksiyon enzimi ile genotipleme
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yapildi. Buna gore, toplam 25 pl’lik reaksiyon hacmi i¢in distile su ile tamamlanmak
iizere; 500 ng amplikon, 10 unite Xmnl enzimi, 2.5 pul 10x NEBuffer karigimi
kullanild1. 37 °C’de 15-45 dk enzim kesimi gerceklestirilen 6rnekler %2’lik agaroz
jelde elektroforez islemine tabi tutuldu ve UV-transilluminatorde goriintiilendi.

418 bg ve 223 bg’lik kesim Orneklerinin varliklarina gore genotipleme yapildi.

Dogrulama i¢in 10 6rnege DNA dizileme islemi ger¢eklestirilmistir.

Tablo 3.1: Xmnl, BCL114 ve KLFI’in genotiplenmesinde kullanilan primer dizileri

Xmnl polimorfizmi igin fleri Primer:5’-GAACTTAAGAGATAATGGCCTAA-3’

Geri Primer:5’-ATGACCCATGGCGTCTGGACTAG-3’
BCL114 1511886868  varyantim | Ileri Primer:5’-CATGGATGAATCCCAGAATC-3’
igeren bolge i¢in Geri Primer:5’-CGTCCACCAGTCTAGAAAG-3’
KLF1 geni promotor bdlge ve | Ileri Primer:5’-TTTGACTTGGCTTTGGACAC-3’
1.ekzon i¢in (PEI) Geri Primer:5’-GACCCCAAGATCTGTGACTG-3’
KLF1 geni 2. ekzon icin (E2A) fleri Primer:5’-CAAAGCCTCTGCGTCAGAG-3’

Geri Primer:5’-GGGGTACCCGGACAGTAG-3’
KLF1 geni 2. ekzon i¢in (E2B) fleri Primer:5’-TCCTCGGGTGGCTACTTC-3’

Geri Primer:5’-GTCTCGGCTATCACACCTG-3’
KLF1 geni 2. ekzon i¢in (E2C) fleri Primer:5’-GGGAGGAAGAGGACGATGA-3’

Geri Primer:5’-GGACAAGGAAGCCATAAGC-3”
KLF1 geni 3. ekzon i¢in (E3) fleri Primer:5’-GGACATGACTGGGCAGAC-3’

Geri Primer:5’-GGTTTACAGCCTCCTGCC-3’

Ekzon 2 primerlerinin ¢ogalttigr bdlgelerin bir kismi birbiri ile kesisecek sekilde
dizayn edilmistir. Liyofilize halde Sigma veya Sentegen firmalarindan gelen tiim

primerler 100 uM stok soliisyon olacak sekilde steril distile su ile hazirlanmaigtir.

3.1.4 KLF1 ve BCL11A4 (rs11886868) icin Genotipleme
KLFI geni 5 bolge halinde ekzon ve klasik intron kirpilma bdlgelerini igerecek
sekilde farkli 5 primer ¢ifti aracilig1 ile BCLI1A4’daki rs11886868 ise bu bolgeyi

icerecek sekilde bir ¢ift primer ile ¢ogaltild1 ve sekanslandi.

KLF1 sirastyla promotor ve exonl bolgesi (PEl), ekzon 2 iki farkli primer g¢ifti
halinde Ex2A ve Ex2B olacak sekilde, ekzon 3 ise tek bir ¢ift primer ile ¢ogaltildi
(Tablo 3.2 ve Tablo 3.3).
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Tablo 3.2: PZR ile cogaltilan bolgelerin amplikon uzunluklari, baglanma sicakliklar1 ve MgCl2

ihtiyaclari.

Bolge-Gen Amplikon Uzunlugu (b¢) | Baglanma Sicakhg | [MgCl2] mM
Xmnl 641 56 1.5
BCL11A4 208 58 1.5

PEI 395 58 1.5
EX2A 619 57.9 0.5
EX2B 254 58 1.5

EX3 750 61.5 1.5

KLF1 E2C bolgesi 986 baz cifti uzunlugunda olup Touch-down PZR yontemiyle ¢ogaltilmistir. Buna
gore PZR kosullar;; 2.5 mM MgCI2 konsantrasyonunda ve 95 °C’de 2 dk 6n denatiirasyon, 95
°C’del0 sn. ve her dongiide 0.5 °C’dediismek iizere 62 °C’den 55 °C’ye degisen baglanma
sicakliklarinda 20 sn., 72 °C’de 45 sn. olmak iizere 14 dongiiyii takiben 95 °C’del0 sn., 55 °C’de 20
sn., 72°C’de4 5 sn. den olusan 28 dongiiden olugsmaktadir. Final uzama agamasi ise 72 °C’del0 dk
yapilmistir.

Tablo 3.3: PZR reaksiyonu i¢indeki malzemeler ve miktarlari.

Distile 10X 25 mM |10 uM | dNTP Polimeraz | gDNA
Su tampon MgCl12 Primerler | karisimi | (Su/ pl) (25-50

ng/ ul)
Son hacim | 2.5 pl 0.5-1.5ul | ’er ul Il 0.2 ul 1wl
25 ul

3.1.5 PZR Orneklerinin Temizlenmesi

Ilgili amplikon uzunluklarinda PZR iiriinleri elde edildikten sonra, GeneJET PCR

Purification Kit kullanilarak temizleme islemi yapildi.

1.

Esit hacimde PZR 0Ornegi ile baglama tamponu (binding buffer) pipetaj
yapildi.

Renk sariya dondiikten sonra filtreli kolon iizerine toplam 40 pl’lik karisim
yiiklendi.

1dk 13.000 rpm’de santriifiij edildi.

400 pl yikama tamponu (washing buffer) eklendi ve tekrar ayni kosullarda
santrifiij edildi.

Toplama tiipii igerigi bosaltildi ve kolon tekrar ayni toplama tiipiine

yerlestirildi. Son kez ayn1 kosullarda yikama yapmadan bos santrifiij yapildi.
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6. Filtreli kolon steril 1.5 ml ependorfa alindi ve {izerine 35 pl ayristirma
tamponu (eliisyon buffer) eklendi.

7. Ayni kosullarda santrifiij edildi ve 6rnekler kullanilana kadar saklanda.

3.1.6 DNA Dizileme Reaksiyonu

Dizileme reaksiyonu Tablo 3.4’de verilmistir.

Tablo 3.4:Dizileme reaksiyonunda kullanilan malzemeler ve miktarlari.

Distile 5x Tampon | Tek yonlii Temiz PZR | Big Dye
Su primer irtini karigimi
2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul

Dizileme reaksiyonu Gradient Palm Cycler Cyler cihazinda, 96 C’de 1 dk 6n
denatiirasyonun ardindan 25 her bir dongii 96’de C 10 sn, 50 C’de 5 sn, 60 C’de 4 dk

olmak iizere 25 defa ve son olarak +4 C’de bekleme asamalarindan olusmaktadir.

Reaksiyon bittikten sonra ise son temizleme islemi sephadexs G-50 (GE Health
Care) araciligiyla yapilmistir. Buna gore,

1 gr sephadex basina 14 ml dH20O en az 20 dk calkanma islemine tabi tutulmus ve
hemen arkasindan +4 C’de en az 30 dk bekletilmistir. Yiikleme yapilacagi zaman
filtreli kolonlarin tizerine 650 pl ilave edilmis ve 5000 rpm’de 2 dk santrifiij
edilmigtir. Toplama tiipii igerigi bosaltildiktan sonra filtreli kolon tekrar yerlestirilmis
ve tlizerine 10 pl’lik sekans reaksiyonu Ornegi yiiklenmistir. Ayni kosullarda
santrifiijden sonra toplama tiiplinde biriken sivi 96 well-plate’in daha Onceden
belirlenen kuyucuklarina yiiklenmistir. Plate 10 sn diisiik devirde dondiiriildiikten
sonra 16 kapilerli ABI 3130 XL cihazina tanitilmig ve dizileme sonucu i¢in cihaz

calistirilmis ve kapiller elektroforez islemi baslatilmigtir.

Dizileme islemi sonuglarina ait veriler MySequence adli yazilim programinda
degerlendirilmis ve normal insan genomuna karst NCBI (National Center for
Biotechnology Information) BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) aracilig

ile karsilagtirilmigtir.
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3.1.7 istatistik-Analiz

Bulunan varyasyonlarin HbF degeri iizerine etkileri SPSS 20 ile gerceklestirildi.

3.2 K562 Hiicre Hattinda HbF Indiiksiyon Cahsmalari

K562 hiicreleri BCR-ABL ekspresyonu gosteren bir KML (Kronik Myeloid Losemi)
hastasinin immortalize edilmis eritrolosemi hiicreleridir (Andersson ve ark., 1979;
Liu ve ark., 2003a). Bipotansiyel ozellikteki bu hiicreler, hiicre kiiltlirii ortamina
ilave edilen ajanlara bagli olarak hemoglobinizasyon gosteren eritroid veya baska
ozellikler gosteren megakaryositik hiicrelere farklilagabilmektedir (Lockhart ve ark.,
1996). Bu sebepledir ki losemi gelisimi (lokomogenezis) veya embriyonik-fetal
globin ekspresyonu caligmalarinda sik¢a kullanilir. Beta talasemi ve orak hiicre
anemisi gibi hastaliklarda fetal globin gen ekspresyonu i¢in yeni terapotik ila¢ kesfi
caligmalarinda en ¢ok kullanilan hiicre hatti modelidir (Brand ve ark., 2004; Forget,
1998; Schultheis ve ark., 2002). Benzidin boyama islemi ise hiicrelerdeki
hemoglobini gdstermek i¢in kullanilan bir islemdir (Hafner ve ark., 1995; Orkin ve
ark., 1975). K562 hiicreleri fetal donemdeki tim globin genlerini eksprese
edebilirken erigkin beta globin geni ekspresyonu gostermezler (Rutherford ve ark.,

1981; Rutherford ve ark., 1979)

K562 Hiicre Kiiltiirii

K562 hiicrelerinin ¢ogalabilecegi kompleyt sivi besiyeri (cCRPMI-1640) ortaminin
hazirlanmasi.

500 ml s1v1 L-Glutamin igeren RPMI-1640 (Gibco, Katalog No:11875001)

56 ml FBS (Fetal Bovine Serum) (Gibco, Katalog No: 10270106).

5.6 ml penisilin streptomisin (Biological Industries, Katalog No: 03-033-1B).

5.6 ml 200mM L-glutamin (Gibco, Katalog N0:25030024).

Soguk zincir ile gelen laboratuvarimizda sivi azotun buhar fazinda muhafaza
ettigimiz K-562 (ATCC® CCL-243™) hiicre hattina ait 6rnek asagidaki anlatildigi
gibi ¢ozdiiriildii:

1. Hiicrelerin bulundugu orjinal cryovial 1,5 dk siire igerisinde 37 C’ye

ayarlanmig su banyosunda ¢ozdiirtildii.
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9.

10.
11.

12.

Dekontaminsayon ig¢in tiipiin agz1 %70’lik alkol ile temizlendi.

Hemen igerisinde 9 ml cRPMI-1640 besiyeri bulunan 15 ml’lik falkona
aktarild1 ve homojenizasyon saglandi.

200 g’de 5 dk santrifiij edildi.

Pellet 10 ml cRPMI-1640 resiispanse edildi.

2 ayr1 T25 flaska 5’er ml olacak sekilde ekim yapildi.

%35 CO2 igeren 37 C’lik etiivde 3 giin inkiibasyon yapildi.

Her 3 giiniin sonunda gerektigi durumlarda 1X10° hiicre ile pasajlama
yapild.

Resveratrol ve/veya sodyum butirat sifirinct giinde besiyerlerine eklendi.

72. saatte benzidin boyama yapildi.

Benzidin boyama yontemiyle mavi boyanan hiicrelerin goriintiilenmesi ve
skorlanmasi yapildu.

Indiiksiyon yapilmayan gruptaki hiicreler donduruldu.

3.2.1 K562 Hiicrelerinin Dondurulmasi

1.

500 pl DMSO (Dimetil Siilfoksit), igcerisinde 9.5 ml RPMI-1640 (%10 FCS,
%1 antibiyotik, %1 L-glutamin) s1v1 besiyeri igerisine konulur.
1 ml hacimlerde 1-2X10° hiicre/ml olacak sekilde soguga dayamkl

cryoviallere dagtilir.

. Igerisinde %70’lik etanol bulunduran sogutucu kap (CryoFreezing Container)

icerisine alinilir.

-20 °C’de 2-3 saat bekletilir.

Daha sonra -80 °C’de (Thermo Scientific 994) gece boyu bekletilir.

Son olarak sivi azotun buhar fazinda tekrar ¢ozdiiriillene kadar muhafaza

edilir.

3.2.2 Resveratrol ve Sodyum Butirat Soliisyonlarinin Hazirlanmasi
Resveratrol (Stok 50 mM) (SIGMA R5010, Lot #SLBG2022V, 100 mg)
228,24 gr/mol molekiiler agirliga sahip, 2.85 mg toz resveratrol (RV), 250 ul DMSO

icerisinde ¢oziillir. Etrafi aliminyum folyo ile sarilan ependorflara boliiniir ve -20

°C’de saklanir.
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Sodyum Butirat (Stok 10 mM) (SC-202341B, Lot #B1914, 5 gr)

110.1 gr/mol molekiiler agirliga sahip, 20 mg Sodyum Butirat (SB), 18.167 ml distile
su icerisinde ¢oziliir. RV gibi karanlikta ve -20 °C’de saklanr.

5 ml cRPMI-1640 besiyeri igerisine hazirlanan ependorflardan asagidaki hacimlerde

ve konsantrasyonlarda RV ve/veya SB eklenir (Tablo 3.5).

Tablo 3.5: 5 mI'lik ortamdaki hiicrelere eklenecek RV ve SB miktarlar1 ile final konsantrasyonlar.

ul [final] ul [final] ul [final] ul [final]
uM uM uM uM
RV (50 mM) 0 0 2,5 25 5,0 50 10 100
SB (10 mM) 0 0 75 150 150 300 300 600

Ornegin; stok SB (10mM)’den 150 pl alnir ve final hacim olan 5 ml igerisindeki
hiicrelere eklenirse son SB konsantrasyonu M:Molarite, V:Hacim (voliim) f:finali
gostermek lizere;

M1.V1=Mf{.Vt formiiliinden hesaplanir. Buna gore,

50 mM.150 pl =M£.5000 pl

Mf=1.5 mM=150 uM olarak bulunur

K562 hiicrelerine eklenen farkli final konsantrasyonlardaki SB ve RV’nin benzidin

boyama iizerine etkisi degerlendirildi.

3.2.3 Benzidin Boyama Yontemi
Oncelikle benzidin boyama soliisyonu (BBS) hazirlandi. Buna gére;

1. Bir kabm igerisinde 14,6 ml glasiyel asetik asit (Merck, Katalog No:
100063.2511) ve 485,4 ml distile su karistirildi. 1 gr benzidin dihidroklorit
(SC-214584A) tartildi ve bu karisimin igerisinde ¢oziildii. BBS karanlik bir
ortamda saklandi.

2. BBS hazirlandiktan sonra boyamanin yapilacagi zaman bu karisgtmdan 1ml
ornek ile 20 pl %30’luk H,O; soliisyonu karistirildi.

3. Kiiltiiri yapilmis indiiksiyonu yapilmis/yapilmamis 1 ml hiicre siispansiyonu
izerine ayn1 hacimde, hidrojen peroksit iceren BBS eklendi.

4. Mavi boyanan hiicreler motorize-inverted mikroskopta (Olympus IX2-UCB)

goriintlilendi.
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3.2.4 K562 Hiicrelerinde Hiicre Canlilik Testi

Hiicre canlilig1 ve proliferasyonunu 6lgmede kullanilan yontemlerden birisisi Metil -
Tiazolil-Tetrazolyum (MTT) testine gore, normalde sar1 renkli olan MTT ajani, canlt
hiicre icerisindeki dehidrogenaz enzimi ve indirgeyici molekiiller ile mor renkli
formazan molekiiliine doniisiir. Spektrofotometrede Olgiilen mavi renk miktar: ile
hiicre canliligi arasinda orantisal bir iligkiye gore kullanilan ajanlarin etkisi

degerlendirilebilir (Mosmann, 1983; van Meerloo ve ark., 2011).

Resveratrol ve veya sodyum butiratin artan dozlar1 ile 72 saat boyunca muamele
edilen 5000°er hiicre (100 pl), 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii pleytlerinde inkiibe
edildi. Smg/mL olacak sekilde distile su igerisinde hazirlanan MTT (Sigma
M2128)’den 10’ar pl kuyucuklara eklenerek etiivde 3 saat daha inkiibe edildi. Siire
sonunda pleyt 400 g’de 10 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 fazla siipernatan
uzaklastirilarak, geriye kalan pellet iizerine 100’er pl ¢oziicii (DMSO) ilave edildi.

Ag1ga ¢ikan mor renk kolorimetrik olarak 490 nm’de degerlendirildi.

3.2.5 K562 Hiicre Kiiltiiriinden RNA Izolasyonu
Gerekli miktarlarda resveratrol ve/veya sodyum butirat ile indiiksiyon yapilan

kiiltiirlerin igerisindeki 1X10° hiicreden toplam RNA izolasyonu asagidaki sekilde
Roche High Pure RNA Isolation Kit’i ile yapildi.

1. Hiicreler 200 ul PBS ile resuspanse edildi.
400 pl Lysis/Binding Buffer eklendi. 15 sn vortekslendi.
Toplama tiipiiniin iizerinde bulunan filtreli tiipiin i¢ine aktarildi.

15 sn 800 g’de santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 dokelti atildi.

A

Baska bir ependorfta 6rnek basina 90 pl DNase Incubation Buffer ile 10 pl
DNase 1 karistirildi ve pipetaj yapilda.

6. Toplam 100 pl’ilk karisim filtreli tiipe aktarildi.

7. 15 dk oda sicakliginda inkiibe edildi.

8. 500 ul Wash Buffer I eklendi.

9. 15 sn 800 g’de santrifiij yapildi.

10. Dokelti atildi. 500 pul Wash Buffer 2 (WB2) eklendi.

11. 15 sn 800 g’de santrifiij edildi.
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12. Dokelti atildi. 200 ul WB2 eklendi.

13. 13.000 rpm’de 2 dk santrifiij edildi.

14. Filtreli tlip yeni steril 1.5 mI’lik ependorfa aktarildi ve tizerine 100 pl Eliisyon
Buffer ilave edildi.

15. 1 dk 8000 g’de santrifiij edildi.

16. Kalitelendirme i¢in RNA 6l¢iimii ve agaroz jel elektroforezi yapildi.

17. Kullanilincaya kadar -80 °C’de bekletildi.

3.3 Primer Eritroid Hiicre Kiiltiirii

Primer eritroid hiicre kiiltlirii 2 fazda gergeklestirilir (Brugger ve ark., 1993; Fibach
ve Prus, 2005; Pope ve ark., 2000). Buna gore, birinci faz eritropoietin (Epo)
bagimsiz faz olup izole edilmis PBMC’lerin biiylime faktorleri ve sitokinlerce zengin
ortamda kiiltiiri gerceklestirilir. Birinci fazin sonunda (7 giin), kiiltiirde baslica
makrofajardan olusan tutunan (adherent) ve lenfositlerden olusan tutunmayan (non-
adherent) hiicreler bulunur. Tutunmayan hiicreler, harvest edilip yikanir ve Epo
varliginda ikinci faz (14 giin) boyunca kiiltiire edilir. Ikinci fazda, erken eritroid
onciilleri (Burst-forming units erythroid, BFUe) Epo varliginda ¢ogalir ve koloni
olusturabilen eritroid dnciilleri (CFUe)’ne farklilasir. ikinci fazin 4. ve 5. giinlerinde
protoeritroblastlar goriillmeye baslar. Epo varliginda proliferasyon devam ederken
olgun ortokromatik normoblastlar ile c¢ekirdekli eritrositler olusur. Bu siire¢ igin

kullanilan soliisyon ve malzemeler asagida verilmektedir.

3.3.1 Faz 1 ve Faz 2 Soliisyonlarimin Hazirlanmasi
Faz 1 Soliisyonlar1
1) Siklosporin A (Sigma 30024, 25 mg): Ozellikle immiin sistem baskilayici

ozelligi olan siklosporin a (CsA), hiicre kiiltiiriinde de T Ilenfositlerin
iiremesini engellemek amaciyla kullanilmaktadir (Waters ve ark., 2005).
25 mg CsA, 5 ml DMSO igerisinde ¢oziildii,ependorflara boliindii ve -20
°C’de saklandi. 50 ml %10’luk serum igerecek Alfa-MEM (Biological
Industries, Katalog No:01-042-1A) siv1 besiyeri igerisinde 10 pl bulunulacak
sekilde 1pg/ml konsantrasyonunda kullanilda.
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2)

3)

4)

Rekombinant insan FLT3 Ligandi, rhFLT3-L (Peprotech 30019, 100
ng): Erken donem hematopoyetik hiicrelerin ¢ogalmasini diizenleyen bir
bliylime faktorii olarak kullanilan FLT3L, diger interlokin ve colony
stimulating faktor (CSF) ile beraber kullanildiginda farklilasmay1 da indiikler
(Lyman ve ark., 1994).

Hiicre kiiltiiriimiiziin 1. fazinda rekombinant insan kok hiicre faktorii -
recombinant human Stem Cell Factor- (rhSCF) ve rekombinant insan
interlokin 3 - recombinant human InterLeukin 3  (rhIL-3) ile beraber
kullanildi.

100 pg liyofilize 6rnek, 1 ml steril distile su (sdH20) igerisinde ¢oziildii.
Ependorflara bolustiiriildic ve -20 °C’de saklandi. 50 ml %10’luk serum
iceren Alfa-MEM besiyeri igerisinde 50 pl bulunulacak sekilde 100 ng/ml
konsantrasyonunda kullanildi.

Rekombinant insan Kok Hiicre Faktorii#, rhSCF (Sigma H8416, 10 pg)
Ozellikle erken dénem hematopoyetik kok hiicrelerin ve &nciillerinin
cogalmasini indiikler (Zsebo ve ark., 1990).

10 pg liyofilize 6rnek, 1 ml steril PBS igerisinde ¢oziildi. Ependorflara
bolistiiriildii ve -20 °C’de saklandi. 50 ml %10’luk serum iceren Alfa-MEM
besiyeri icerisinde 250 pl bulunulacak sekilde 50 ng/ml konsantrasyonunda
kullanildi.

#Faz 2 sollisyonlar1 igerisinde de yer alan rthSCF, 2. fazda 5 kat daha az, 50 pl
kullanildi.

Rekombinant insan interlékin 3, rhIL3 (R§D Systems 203-IL/CF, 50 pg)
Cok farkli etkilere sahip (pleiotropik) bir sitokin olarak temel olarak T
hiicrelerinden salinan ve pluripotent hematopoyetik hiicrelerin farklilagmasini
ve ¢ogalmasini indiikler (Fung ve ark., 1984).

50 pg liyofilize 6rnek, 0.5 ml steril PBS igerisinde ¢oziildii. Ependorflara
bolistiiriildii ve -20 °C’de saklandi. 50 ml %10’luk serum iceren Alfa-MEM
besiyeri igerisinde 25 pl bulunulacak sekilde 50 ng/ml konsantrasyonunda

kullanildi.
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Faz 2 Soliisyonlari

1)

2)

3)

4)

Bovin Serum Albumin (BSA-Sigma, A7906, 50 mg)

Hiicreleri ve yag asitleri ve piridoksal gibi besiyeri igerisinde bulunan
molekiilleri oksidatif hasardan korur ve komponentlerin stabilizasyonunu
saglar (Francis, 2010).

1 gr BSA tartildi ve 10 ml deiyonize distile su igerisinde ¢oziildii. 0.45 uM
filtreden gecirildikten sonra, ependorflara boliiniip, +4 °C’de saklandi.
%10’luk bu stok soliisyondan 50 ml %30’luk serum igeren Alfa-MEM
besiyeri igerisinde 500 upl bulunulacak sekilde %1°lik konsantrasyonunda
kullanildi.

Dexamethasone (Serva, 18660.01, 100 mg).

Hiicre yaslanmasini geciktirme Ozelligine sahip antiinflamatuvar bir
glukokortikoid olarak hiicre canliligl iizerine olumlu etkileri bulunur
(Asahara ve ark., 1997) .

20 mg toz dexamethasone 5.09 ml DMSO/Etanol igerisinde ¢oziildi. 10
mM’lik stoklar ependorflara bolistiiriiliip -20 °C’de saklandi. 50 ml %30’luk
serum iceren Alfa-MEM besiyeri igerisinde 5 pl bulunulacak sekilde 1
uM’lik konsantrasyonunda kullanildi.

Beta Merkaptoetanol (BME,Amresco M131, 100ml)

Oksijen radikallerinin toksik etkilerini azaltma 6zelligine sahip rediikleyici
bir ajan olarak bazi hiicre kiiltiirlerinde kullanilir (Inui ve ark., 1997).

14.2 M’1lik stok BME soliisyonundan 7 pl alinip 993 pl dH2O ile karistirilip,
100 mM’lik soliisyon hazirlandi, oda sicakliginda saklanilmak {izere
ependorflara bolindii. 50 ml %30’luk serum iceren Alfa-MEM besiyeri
icerisinde 5 pl bulunulacak sekilde 1 uM’lik konsantrasyonunda kullanildi.
Rekominant Insan Eritropoyetin, rhEPO (Cell Signalling, 6980 SC, 10
ng)

EPO, bir hormon ve biiylime faktorii olarak eritroid onciilii hiicreleri
apoptozisden korur, kemik iliginden eritroid hiicre farklilasmasini stimiile
eder ve NF-kB sinyallesmesini inhibe ederek proinflamatuvar sitokin

sentezini bozar (De Maria ve ark., 1999; Nairz ve ark., 2011).
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10 pg’lik liyofilize rhEPO, igerisinde %1 BSA olacak sekilde 1 ml steril PBS
icerisinde ¢oziildii. Ependorflara bdliindii, -20 °C’de saklandi. 50 ml %30’ luk
serum igeren Alfa-MEM besiyeri igerisinde 25 pl bulunulacak sekilde Sng/ml
konsantrasyonunda kullanild.

5) L-Glutamin (Gibco, 25030081, 200 mM)
Nukleotid ve protein sentezi ile glukoz fliretimi igin hiicrelerin ihtiyag
duydugu bir amino asittir (Newsholme ve ark., 2003). 200 mM’lik stok
icerisinden 50 ml %30’luk serum igeren Alfa-MEM besiyeri igerisinde 500 ul
bulunulacak sekilde 2 pM konsantrasyonunda kullanilda.

6) rhSCF: Faz 1 soliisyonlarinda nasil hazirlandig1 agiklandi.

16 ve 18 numarali hastalardan 1.260.000 hiicre, 23 numarali hastadan ise 1.400.000
hiicre ile faz 1 hiicre kiiltiiriine baglandi. Yedinci gilintin sonunda T25 flask iceriginin
tutunmayan hiicrelerinden olusan sivi kismi 15 ml’lik falkonlara alindi. 200 g’de 5
dk santrifiij edildi. Stipernatant atildi pellet ilizerine kompleyt 5 ml Alfa-MEM
besiyeri eklendi (yikama), ayni kosullarda santrifiij edildi. Tekrar yikama yapildi.
Son olarak pellet tizerine hiicre yogunluguna gore ilgili miktarda kompleyt Alfa-
MEM eklendi ve silispansiyon hacmi her bir 6rnek i¢in 3 adet flaska boliinerek
toplam 5 ml hacimde 5 giin daha etiivde (37 °C, %5 CO,) inkiibasyona birakildi.
Besinci giin sonunda 50 pM resveratrol veya 600 uM sodyum butirat eklenen
flasklar 7 giin daha inkiibasyona birakild1. Inkiibasyon sonrasinda her flasktan 200’er
ul ornek RNA izolasyonu icin geriye kalan 4,8 ml Ornek western blotlama

caligmalari i¢in toplandi.

3.3.2 Primer Eritroid Hiicre Kiiltiirinden RNA izolasyonu

1 milyon hiicre i¢in; High Pure RNA Isolation Kit Roche (Katalog No:1828665001)
ile gergeklestirilen RNA izolasyonu asagidaki gibi gerceklestirilmistir:

200 ul 1XPBS igerisinde resiispanse edilen hiicrelerin iizerine 400 pl lizis-baglanma
tamponu eklendi ve 15 sn vortekslendi. Filtreli kolonlarin iizerine en fazla 700 pl
olacak sekilde ilave edilen karigim 8.000 g’de 15 sn santrifiij edildi. Toplama kabina
biriken s1v1 dokiildii. 90 pl DNaz inkiibsayon Tamponu-10 pl DNaz I karisimu filtreli
kolona aktarildi ve 15 dk boyunca 15- 20 °C’de inkiibe edildi. 500 pl Yikama
Tamponu I eklendi ve 8.000 g’de 15 sn santrifiij edildi. Stv1 dokiildii. 500 ul Yikama
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Tamponu II eklendi ve 8.000 g’de 15 sn santrifiij edildi. Sivi dokiildi. 200 pl
Yikama Tamponu II eklendi 13.000 g’de 2 dk santrifiij edildi. Stv1 dokiildii. 50-100
ul eliisyon tamponu ile 8.000 g’de 1 dk santrifiij edilerek elde edilen 6rnekten cDNA

sentezi reaksiyonu kuruldu.

cDNA Sentezi

High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit with RNase Inhibitor Roche
(Katalog No 4374966) igerigi ile master miks hazirlandi. Buna gore her bir 6rnek

icin 2 defa hazirlanmak {izere;

10X RT Tamponu’ndan 2 pl

25X dNTP miks (100 mM)’den 0.8 pl

10X RT Random Primerler’den 2 pl

10X MultiScribe™ Reverse Transkriptaz’dan 1 pl

RNaz inhibitorii 1 pl

Niikleaz igermeyen distile su 3.2 pl alinarak 10 pl hacimde buz tizerindeki
ependorflarin igerisinde master miks hazirlandi.

Bu karisim ilgili reaksiyon tiiplerine dagitild1 ve iizerlerine ilgili 6rnege ait toplam
RNA’dan 10’ar pl ilave edildi. Iki defa hafifce pipetaj yapildi. Kisa siireli (spin-
down) santrifiij edildi. PZR cihazina yiiklenene kadar buzda bekletildi.

¢DNA PZR kosullan

25 °C’de 10 dk, 37 °C’de 2 saat, 85 °C’de 5 dk inkiibasyona birakilan 6rnekler kisa

sureli +4 °C’de uzun siireli -20 °C’de saklandi.

cDNA sentezinden sonra ilgili globin genleri ekspresyonunun tayini i¢in kullanilan
primerler (Sigma) asagida verilmistir. Her bir primer 100 pl konsantrasyonunda
distile su veya 1X Tris-EDTA ile hazirlanmis ve kullanilana kadar -20 °C’de
saklanmustir.

Alfa globin

Ileri primer: 5’-TGGGGTAAGGTCGGCGCGCA - 3’

Geri primer: 5°- TGCACCGCAGGGGTGAACTC - 3’

Beta globin

fleri primer: 5°- GGTGGTCTACCCTTGGACCC - 3
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Geri primer:5’- GATACTTGTGGGCCAGGGCA - 3’

Gama globin

Ileri primer: 5’-GGGAGATGCCATAAAGC-3’

Geri primer: 5°- ATTGCCAAAACGGTCAC- 3’

Beta aktin (kontrol)

[leri primer: 5’- GTGGGGCGCCCCAGGCACCA - 3’
Geri primer:5’- CTCCTTAATGTCACGCACGATTTC - 3’

Power SYBR® Green PCR Master Mix ticari kiti (Katalog No:4367659) ile globin

genleri ve beta aktine ait PZR kosullar su sekilde hazirlanmistir:

Toplam reaksiyon hacmi 25 pl olmak iizere;

Power SYBR Green PZR Master Miks (2X) soliisyonundan 12.5 pl,
Son konsantrasyon 100 nM olacak sekilde ileri primerden 0.25 pl,
Son konsantrasyon 100 nM olacak sekilde geri primerden 0.25 pl,
Kalip olarak kullanilacak 20 pl’lik cDNA karigimindan 2.5 pl,
Deiyonize sudan 10.5 pl kullanildi.

95 °C’de 10 dk baslangi¢ denatiirasyonunu takiben 40 dongii olacak sekilde 95 °C’de
15 sn, 60 °C’de 1 dk es zamanli (Real Time) PZR kurulur. Ornekler %2’lik agaroz

jelde yiiriitiiliip goriintiilendi.

3.3.3 Western Blot Yontemi

BCL114 agisindan 3 farkli genotipteki hastalardan (16,18 ve 23 numarali hastalar)
gerceklestirilen ve 50 pM resveratrol ile 600 uM sodyum butirat uygulanmis 21
giinlik primer eritroid hiicre kiiltiirii sonucunda 4,8 ml besiyeri igerisindeki

hiicrelerden lizatlar toplandi.

Lizat Toplama ve Kullanilan Soliisyonlar

Icerisine 1 adet proteinaz inhibitor tableti (Roche, Katalog No:05892791001) atilan
10 ml Lizis Tamponu (RIPA Buffer: 50 mM TrisHCI, %1 NP40, 9%0.5

SodyumDeoksikolat, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 50 mM NaF, %0,1 SDS pH:8.0)
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ile 4.8 ml besiyeri icerisindeki hiicreler (lizat) toplanir ve dondurulur. Kullanilacagi

zaman ¢ozdiiriilen hiicrelerden protein miktar1 hesaplandi.

Protein izolasyonu

21 giin sonunda hiicre kiiltiirii sonlandirildi ve igerik 15 ml falkonlara aktarildi. 450
g’de 5 dk santrifiij edildi.Stipernatan uzaklastirildi pellet lizerine 5 ml 1XPBS
eklendi ve tekrar ayni kosullarda santrifiij edildi (yikama). 2 defa daha yikama
yapildiktan sonra pellet tizerine 1’er ml RIPA buffer eklendi.Buz iizerinde 20 dk
boyunca bekletildi. Ornekler daha sonra kullanilmak iizere -80 °C’de saklandi.

Western Blotta Kullanilan Soliisyonlarin Hazirlanmasi

Alt Jel Tamponu (Resolving Buffer)

1.5 M Tris Base (Applichem, Katalog No:77-86-1) pH:8.8 hazirlamak icin 181.64 gr
Tris Base tartilir ve pH ayarlanarak 11t distile suda ¢6ziiliir.

.

Ust Jel Tamponu (Stacking Buffer)
0.5 M Tris Base pH:6.8 hazirlamak icin 60.5 gr Tris Base tartilir ve pH ayarlanarak

11t distile suda ¢oziiliir.

10X Yiiriitme Tamponu (Running Buffer)
15 gr Tris Base ve 94 gr Glisin (Vivantis-PR0608) tartilir 50 ml %10’luk SDS

(Sigma, Katalog NO:114H0311) karigimi eklenir ve 11t distile suya tamamlanur.

10X TBS-T
24.2 gr Tris Base ve 80 gr NaCl tartilir 800 ml distile suda ¢oziiliir. pH:7.6’ya

ayarlandiktan sonra 1lt’ye tamamlanir. Bu karisima 1 ml Tween-20 (Cayman,

Katalog N0:400035) deterjani ilave edildiginde TBS-T olarak adlandirilir.

10XPBS-T

25.6 gr Na,HPO,-7H,0, 80 gr NaCl, 2 gr KCI ve 2 gr KH,PO, tartilarak 800 ml
distile suda ¢oziliir.pH:7.4’e ayarlandiktan sonra 1 litreye tamamlanir. Stok 10X
sollisyondan 1X soliisyon hazirlanir ve otoklavlanir. 1X PBS soliisyonuna 1 ml

Tween-20 deterjan1 eklendiginde PBS-T olarak adlandirilir.
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3X Yiikleme Boyamasi (SDS Loading Dye)

Ayni1 hacimlerde (20’ser ml) distile su, stacking buffer ve %10 SDS karistirilir
iizerine 40 ml gliserol ve 6 mg bromofenol mavisi (Sigma, Katalog No:M3148)
eklenir. 950°ser pl olacak sekilde ependorflara dagitilir ve -80 °C’ye kaldirilir.

Kullanilacagi zaman 50 pl ¢eker ocakta beta merkapto etanol eklenir.

%10 APS (Applichem, Katalog No:7727-54-0)
0.1 gr APS (Amonyum PerSulfat), ayn1 glin 1ml distile suda ¢oziiliir.

Transfer Tamponu
14.5 gr Tris Base ve 7.5 gr Glisin 2 It distile suda ¢6ziiliir. 500 ml metanol (Merck,
Katalog No:106009) eklenir. +4 °C’de saklanir.

Akrilamid/Bisakrilamid (Biorad, Katalog No:161-0156)
29 gr akrilamid ve 0.8 gr bisakrilamid karistirilarak 11t distile suda ¢oziiliir.

TEMED (TetraMetilEtilenDiAmin) (Applicehem, Katalog No:110-18-9)

Ticari olarak hazir gelen soliisyondur.

Alt ve Ust Jelin Hazirlanmasi

SDS igeren poliakrilamid jel eleketroforezi (SDS-PAGE) i¢in jellerin hazirlanacagi
cam plakalar %70’lik etanol ile temizlendi ve %10’luk alt jel ve st jel hazirlanir.

Alt jel i¢in;

11.55 ml distile su {izerine 7.5 ml resolving buffer ve sirasiyla 10.5 ml akrilamid-
bisakrilamid, 0.3 ml %10’luk APS, 0.3 ml %10’luk SDS ve 30 ul TEMED ilave
edilir. Ust jel igin;

6 ml distile su tlizerine 2.5 ml stacking buffer ve sirastyla, 1.25 ml akrilamid-
bisakrilamid, 0.1’er ml %10’arlik APS, SDSve son olarak 10 ul TEMED ilave edildi.
Once alt jel cam plakalar arasina pipet yardimiyla dokiildii ve iizerine diizgiin iist
ylizey saglamak adina %1’lik SDS eklendi. Alt jel polimerlesince SDS uzaklastirildi

ve {ist jele TEMED eklenir eklenmez iist jel dokiildii ve taraklar yerlestirildi
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SDS-PAGE islemi

Lizatlar -80 °C’den ¢ikarild1 ve buzda ¢oziilmeye birakildi. Protein konsantrasyonlari
Bradford Yontemi (Olson, 2016) ile hesaplanan orneklerden toplamda 20-50 g
protein ile drnek miktarmin yaris1 hacminde 3X yiikleme boyast karigtirildi. 20 sn
10.000 rpm’de spin-down yapildi ve 95 °C’de 5 dk kaynatildi. Polimerlesme
tamamlandiktan sonra Ust jeldeki tarak c¢ikarildi. Cam plakalar elektroforez tankina
yerlestirildi. Tankin icerisine 1X yiiriitme tamponu ilave edildi. ilk kuyucuga 10 pl
protein belirteci (Thermo, Katalog No:26630) yiiklenir sonraki kuyucuklara 6rnekler
yiiklendi. Gli¢ kaynagi calistirildi ve ornekler st jeli gecinceye kadar 120V
potansiyel farki ile yiiriitiildii. Ayn1 hizaya gelen proteinler iist jeli gecince 150V
degerinde elektroforez islemine tabi tutuldu. Yeteri kadar elektrik akimina tabi

tutulan 6rnekler daha sonra membrana transfer edildi.

Transfer islemi

Uzun siire yiiksek voltaja maruz kalan cam plakalarin arasindaki %10’ luk
poliakrilamid jelin sogumasi i¢in akan ¢esme suyu altinda sogutuldu. Sogutma
isleminden sonra cam plakalar dikkatlice agild1 ve jeltransfer tamponunda islatildi.
Transferin gerceklestirilecegi PVDF (Polivinil diflorid) membran (Miliopore-
Katalog NO:IPVH00010) uygun boyutlarda kesildikten sonra metanolde yaklasik 1
dk slatildi. Alttan iiste dogru, siyah siinger, 3 kat whatman kagidi, jel, PVDF
membran, 3 kat whatman kagidi, beyaz siinger olacak sekilde hazirlandi. Sandwichin
her katmani hazirlanirken, hava kabarcigi olusmamasina dikkat edildi. Sistem
klipslerinden kapatilip, transfer tankina yerlestirilip {ist sinira kadar transfer tamponu
eklendi ve jelden memrana 30 V-90 mA’de gece boyu transfer gerceklestirildi.
Transfer bittikten sonra giic kaynag1 kapatildi ve membran c¢ikarildi. 1 dk boyunca

metanol ile proteinlerin memrana fiksasyonu saglandi.

Membranin Boyanmasi

Transfer isleminin bagarili bir sekilde gerceklestirildigini gdstermek i¢in metanol ile
fikse edilmis membran uygun bir saklama kabi igerisinde Ponceau S (Sigma P7170)
sollisyonu ile muamele edildi. Bantlar gézlendikten sonra 3X10 dk ¢esme suyunda

yikama yapild.
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Isaretleme Islemi

Metanol fikse membran %1 BSA (Bovine Serum Albumin) ile hazirlanmig 1XTBS-T
ile 2 saat boyunca calkalanarak bloklandi. Bloklama bittikten sonra ilgili primer
antikor ile isaretlemeye gegildi. Isaretlemede kullanilacak primer antikorlar NRF-2
(Cell Signalling, D1Z9C, tavsan mAb#12721S) 1/1000 oraninda, fosfo-NRF-2
(Genetex, GTX61664, tavsan mAb #EP1809Y)1/5000 oraninda,

p38 (Cell Signalling, D13E1, tavsan mAb #8690L) 1:1000 oraninda, fosfo-p38 (Cell
Signalling, D3F9, tavsan mAb #4511L) 1:1000 oraninda, p-ERK1/2 (137F5, tavsan
mAb, #4695S) 1:1000 oraninda, fosfo-p-ERK1/2 (D13.14.4E, tavsan mAb #4370S)
1:1000 oraninda, GAPDH (Ab9485) 1/3000 oraninda %1 BSA iceren 1XTBS-T ile
hazirland1 ve 1 saat ¢alkalamali inkiibasyon saglandi. Primer antikor tekrar 50 ml’lik
falkonlara aliip -20 °C’de saklandi. Inkiibasyon bitince her 30 dakikada 1 defa
IXTBS-T ile 2 defa yikama yapildi. Yikamalar bittiginde 1:3000 oraninda diliie keci
anti-tavsan Ig-G (H+L) sekonder antikoru ile (goat anti-rabbit)(Bio-Rad, Katalog No:
#170-6515) 2 saat isaretleme yapildi. Siire sonunda ayni sekilde 2 defa yikama

yapildi ve goriintiilemeye gecildi.

Strip Off islemi (Antikor Uzaklastirma)

Isaretlenmis membran1 farkli primer antikor ile isaretlemek igin gelistirilmis
yontemde 20 ml %10’luk SDS, 12.5 ml stacking buffer ve 67.5 ml distile su karigimi
55 °C’de bekletildi. Daha sonra 704 pl beta merkaptoetanol eklenerek 55 °C’de 30
dk calkalandi. Daha yumusak antikor uzaklastirma islemi ic¢in ise 0.1 M Glisin
(pH:2.5) soliisyonu ile strip off islemi yapildi.Strip off soliisyonunu uzaklastirmak
icin 15’er dk arayla 3 defa 1X TBS-T ile yikama yapildi. Daha sonra 2 saat

bloklamanin ardindan ilgili primer antikoru eklenmesiyle devam edildi.

Goriintiileme

Kaset icerisindeki seffaf dosya igerisine yerlestirilen, 1:1 oraninda hazirlanan
kemoluminesan ve substrati (Clarity™ Western ECL Substrate, Katalog
No:1705061) ile 2-5 dk muamele edilen membran, kasetle beraber karanlik odaya
gotiiriildii ve iizerine film (Kodak, Katalog No:AI0241 veya GE HealtCare (Katalog
No: 28-9068-37) kapatildi. Sinyal yogunluguna gore bekleme siiresi ayarlanarak
Konika Minolta SRX-101A cihazinda developer, yikama, fiksasyon ve tekrar yikama
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islemleri sonrasi filme alindi. Filme alinan 6rneklerdeki proteinlerin miktarindaki
degisimler Image J bilgisayar programinda degerlendirildi. Office Excel

programinda grafikler ¢izildi.
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4. BULGULAR

4.1 Hastalara Ait Demografik ve Hematolojik Bulgular

Transflizyon alan 30 beta talasemi major hastasina ait bulgular Tablo 4.1°de
gosterilmistir. Buna gore 30 hastanin yas ortalamasi 29 olup, ortalama HbF degeri
12.2 iken en kiicik HbF:2.1 ve en yiiksek HbF degeri 61.4’diir. Hemoglobin
elektroforezi ile tespit edilebilen ve diger varyant hemoglobinlere gore daha sik
gorilen HbS, HbD ve HbC’ye rastlanilmamistir. Hastalarimizin %701
splenektomize olup, IVS.I.110 homozigot genotipindeki hastalarin ise %77’si,
IVS.I.110 (G>A)/IVS.I.6 (T>C) birlesik heterozigot grubundaki hastalarin ise
%100’1 splenektomizedir (Tablo 4.1).

30 hastada beta talasemi majore sebep olan 13 farkli HBB mutasyonu gdzlenmistir.
En sik goriilen genotipler 13 hastada IVS.I.110 (G>A)/IVS.I.110 (G>A), 5 hastada
IVS.I.110 (G>A)/IVS.1.6 (T>C), 2 hastada birlesik IVS.1.110 (G>A)/IVS.IL.1 (G>A)
heterozigot seklinde olup, diger genotipler 1’er hastada gozlenmistir (Sekil 4.1).
Hastalarimizin tiimii (%100) Akdeniz Bolgesi’nden olup; 26 tanesi Antalya, 3 hasta
Burdur ve 1 taneside Isparta bolgelerindendir. Ortalama transfiizyon sayis1 104.5,
ortalama transfiizyon miktar1 1,7 {inite ve transfiiyon sikligr 21,1 giindiir. Cinsiyet
dagilimlar1 yapildiginda 13 hastanin erkek (%43,3), 17 hastanin kadin ve toplamda

ortalama hemoglobin miktarinin ise 8.64 oldugu gozlenmistir.
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Tablo 4.1: BTM’li 30 hastanin hematolojik parametreleri ile HBB, XMNI(rs7482144), BCL11A4

(rs11886868) ve KLFI tiim gen analizi sonuglari.

NO [YAS-C [BETA GLOBIN MUTASYONU [XMNI [BCL1IA [PE1 [E2A |E2B |[E3 |HBF [SP [HB |MCV [MCH |MCHC [RDW [HBAI [HBA2
1 [7,6-E [IVS.L110 (G>A)IVS.L110(G>A) | ¢c | ¢T oG [tc NN NN i1 [E 83 842 D69 B1o 159 144 |
D [25,9-E [IVS.LI(G>AYIVS.IL745(C>G) | ¢¢ | cT |oG [tT NN NN J167 [H 78 773 e 1336 lies l679 |8
3 [6,6-E |(-30T>A/NVS.IL745 (C>G)) cCc | TT |GG [Tc NN NN |65 [E 86 182 P72 P32 liel [167 |28
4 [22,5K [IVS.IL1 (G>A)IVS.ILI (G>A) TT | TT |GG [TC NN NN 76 [H 85 [824 P75 1334 ll67 [182 |5
5 [20,5-K [IVS.L110 (G>A)IVS.ILI(G>A) | CT | TT |GA [TC NN NN 49 [H [88 83 P75 P332 |46 [79 ]9
6 [247-E JIVS.L110 (G>A)IVS.L6 (T>C) | €C | €C |GG |[TT NN NN |43 [E 8,7 852 P52 P95  [197 715 32
7 [29-K  JIVS.L110 (G>A)IVS.L110(G>A)| €C | CT |GG [TC NN NN 176 [E 86 [837 7 322  [185 [67.9 [o.6
8 [224-E [IVS.L1(G>A)IVS.L110(G>A) | CC | CC |GG [TT NN INN [167 [H 89 [7183 P56 [327  [194 [708 .1
9 [27,5-E |(-30T>A/VS.L110 (G>A)) cC | CT |GG [TT NN NN 39 [E 98 [81,1 P49 P07 P56 |50 |41
10 [29,1-E [IVS.L110 (G>A)IVS.L6(T>C) | ¢C | cC |GG [TT NN NN P2 |E |78 813 [268 329 [156 [80.6 3.1
11 397K [IVS.L110(G>A)IVS.L6(T>C) | ¢c | TT |GG [TT NN NN K48 [E 81 869 7 P1 167 118 Bl
12 404K [HBKNOSSOS/IVS.L110(G>A) | €T | CT |GG [TT NN INN |194 |E 85 D771 a6 B9 99 69 |6
13 36,5K [IVS.L110 (G>A)IVS.ILI (G>A) | ¢c | cCc |6G |[cc INN INN 31 [E 7.8 1788 1259 P29 65 186 3
14 [62,5-K |(-30T>A/-30T>A) cc | 1T oG It NN NN P02 [E 84 1767 D27 h9s  Dse 574 s
15 223K [IVS.L110 (G>A)IVS.L110(G>A)| ¢c | cT |GG [TT NN NN 38 [E [10 852 |83 P332 173 176 B2
16 [26,5K [IVS.L110 (G>A)IVS.L110(G>A)| ¢c | cCc |GG [TT NN NN W5 [E [10,1 [s6.6 1282 P25 147 |92 7
17 [37,3-K [IVS.L110 (G>AYIVS.L110(G>A) | ¢¢ | ¢c lgg It NN NN 1 [E log 87,0 D92 1335 lis4 802 Do
18 [252-E [IVS.L110 (G>AYIVS.L110(G>A)| ¢c | ¢T oG [Tt NN NN 6 [E o3 878 D84 1323 |44 803 Do
19 [272-E [IVS.L110(G>AYIVS.L110(G>A) | ¢¢ | 1T lgg it NN NN [7 E B8 71,8 P2 Bos  B6 136 156
20 244K [IVS.L110 (G>A)IVS.L110(G>A)| cc | ¢T oA [tTT NN NN 614 [E I8 147 P2 pos B p71 1o
21 [20,9-E [IVS.L110 (G>A)IVS.LII0(G>A)| cc | TT loG [tT NN ¢ i2a [H 85 15 P57 P42 P74 a1
22 [19,7-E [IVS.L110 (G>A)IVS.L110(G>A)| ¢C | TT |GG [TT NN NN |58 [H [85 [198 P7.1 ]34 148 [186 2.8
23 [29-K [IVS.L110 (G>A)IVS.L110(G>A)| €C | TT |GG [TT |NN NN D67 [H [9.6 83  [284 P42 [142 [826 .9
24 [20,6-E [FSC 44(-C)/FSC 44(-C) cC | CT |GG |TT NN NN [114 [H 81 [788 P62 P32 [153 [138 B3
25 [29,5-K |(-30T>A/IVS.ILI (G>A) CT | TT |GG [TT NN NN [187 H B5 [773 |54 1329 198 [68.6 [3,6
26 [37,7-K_[IVS.L6 (T>C)IVS.L6 (T>C) cC | CT |GG [tTc NN NN [59 [E 9,2 [786 P43 P09 P72 [179 B9
27 [39,4-K [IVS.L110 (G>A)IVS.L6(T>C) | ¢C | CT |GG [TC NN NN [80 [E [84 817 P55 P13 P12 748 ]9
28 [23,3-K [IVS.L110 (G>A)IVS.L110(G>A)| €C | CT |GG [TC NN NN W6 [E |74 [344 P74 P25 175 [724 ]9
29 [7-E [IVS.L110 (G>A)IVS.L110(G>A)| €C | CT |GG [TT NN NN |51 [E [8,1 [348 P7.1 P19  [148 [795 .9
30 [243-K JIVS.L110 (G>A)IVS.L6 (T>C) | €C | CT |GG [Tc INN NN 47 [E 86 [893 P68 o1 [17.1 [7187 B3

Parametrelerdeki turuncu renk nétr durumu, kirmizi normalin altini ve yesil {istiinii gostermektedir. C:

Cinsiyet, E:Erkek K:Kadin, PEl:Promotor ve Ekzonl, E2A: Ekzon2A E3:Ekzon3; NN:Normal
.E2A’daki degisimler ¢.304 T>C degisimini gdstermektedir.S:Splenektomi durumunu, E (Evet):
Splenektomi yapilmis durumu H (Hayir): Splenektomi yapilmamis durumu goéstermektedir. #:Sonug

almamadi.Hemoglobin (HB) i¢in normal deger araligt Antalya Adem Tolunay Kan Hastaliklari
Merkezi laboratuvarlarindaki referans araliklari; 13.6-17.2, MCV igin 80.7-95.5 MCH:27.2-33.5,

MCHC:32.7-33.5, RDW igin ise 11.6-14.6’dur.
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GENOTIP CESITLERI ve SIKLIGI

14
12
10

O N b OO

Sekil 4.1:Beta Talasemi hasta grubumuzda goriilen HBB genine ait mutasyonlarin olusturdugu
genotip ¢esidi ve siklig1.

4.2 Hastalara Ait DNA Analizi Bulgulan
Xmnl polimorfizmi i¢in yapilan genotipleme calismalarinda, 3 hastanin heterozigot
ve 1 hastanin homozigot oldugu bulunmustur (sekil 4.2 ve 4.3). Alt1 hastada ise ise

Xmnl polimorfizmi gdzlenmemistir.

BCL11A4 rs11886868 varyanti icin yapilan ¢aligmada ise 14 hastanin heterozigot, 10
hastanin homozigot oldugu tespit edilmistir (sekil 4.4).

KLFI geni DNA dizilemesinde, promotor bolgesinde 2 hastada -148 G>A
mutasyonu gozlenirken (sekil 4.5), 9 hastada ekzon 2’de rs2072597 (c.304T>C,
p.Ser102Pro) degisimi heterozigot, 1 hastada ise homozigot olarak tespit edilmistir
(sekil 4.6).
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Sekil 4.2:BTM hastalarinda Xmnl polimorfizminin PZR-RFLP yontemiyle gosterilmesi
Km:Kesilmemis 641 PZR f{iriinii,-/-:normal genotip, -/+ :heterozigot, +/+:homozigot mutasyonlu
bireyin agaroz jel elektroforez goriintiisii.
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TG CGGTCCCTGGCT

| 40
TG CGGTYCCTGGCT
80 :
TG cGcGGEeTTCCTGGCT

400

1 g

Sekil 4.3:Xmnl polimorfizmindeki C>T degisiminin Sanger dizileme yontemiyle gdsterilmesi.
Sirasiyla yukaridan asagiya 1,5 ve 4 numarali hasta 6rneklerine ait sonuglara gore 1 numara normal, 5
numara heterezigot ve 4 numara homozigot mutasyonlu bireylerdir.

IVS.I.110 (G>A)/IVS.I.110 (G>A) homozigot mutasyona sahip 13 hastamizin HbF
ortalamasi 10.79’dur. Bu hastalarin hi¢ birinde Xmn/ poliformizmi gozlenmemistir.
Ayni zamanda bu hastalarin 7 tanesinde BCLI1A rs11886868°1 heterozigot (sekil

4.4) durumda iken 5 tanesinde homozigot ve 1 tanesinde normal bulunmustur.
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Ayni grupta patolojik KLF'1 ekzonik mutasyona rastlanmazken, promotor bolgesinde
-148 G>A degisimine (sekil 4.5) sahip 1 hastada HbF degeri 61,4 olarak
gozlenmistir. Yine IVS.I.110 (G>A)/IVS.I.110 (G>A) homozigot olan 13 hastanin
bulundugu bu grupta 3 hastada, ekzon 2 missense varyanti rs2072597 (c.304T>C,
p.Ser102Pro) heterozigot durumda gozlenmistir (sekil 4.6). Bu grupta, 1 hastanin
KLFI geninin ekzon 3 bolgesi tekrarli caligmalara ragmen basarili bir sekilde

dizilenememistir.

T TTTCTTCCACAGAGCAG

1
140

T TTTCTTYCACAG AGCAG
'
140

WA A\

H TTTCTTTCACAGAGCAG

140

Sekil 4.4:BCL11A4 rs11886868 C>T degisiminin Sanger dizileme yontemiyle gosterilmesi. Sirasiyla
yukaridan asagiya 16,18 ve 23 numarali hasta 6rneklerine ait sonuglara gore 16 normal, 18 heterozigot
ve 23 homozigot mutasyonlu bireylerdir.
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Sekil 4.5:KLF! promotor bdlgesindeki -148 G>A degisiminin Sanger dizileme yontemiyle
gosterilmesi: Yukaridan asag sirastyla 6 numarali bireye ait ileri primerle ¢ogaltilmis normal genotipi,
5 numarali bireye ait ileri primerle ¢ogaltilmis heterozigot genotipi, 20 numarali bireye ait geri
primerle ¢ogaltilmis normal genotipi gostermektedir.
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G CG " GGCCTCCGGGGCGC
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'
300

GCGAGG CCCCCGGGGCaGCT
280

Sekil 4.6:KLF1’in 2.ekzonunda p.Serl02Pro’ya sebep olan T>C degisiminin Sanger dizileme
yontemiyle gosterilmesi:Yukaridan agagiya sirasiyla 14 nolu bireye ait normal genotip, 26 numaraya
ait heterozigot genotip ve 13 numarali bireye ait homozigot mutasyon genotipi.

4.2.1 Genomik Degisikliklerin HbF Seviyeleri Uzerine Etkileri

Xmnl polimorfizmi (rs7482144) icin gerceklestirilen Mann Whitney U testinin

sonuclarina gore p=0.152 istatistiki degeri bulunmustur. Mutasyon bulunan grupta
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HbF ortalamas1 37.7 ve bulunmayan grupta 12.1°dir (Tablo 4.2). Bu test i¢in Xmnl

polimorfizmi homozigot olan bir hasta otomatik olarak hari¢ tutulmustur.

Tablo 4.2: Xmnl polimorfizminin HbF iizerine etkisi

Descriptives®

XMNI Statistic | Std. Error
Mean 12,1704 2,60786

95% Confidence Interval | Lower Bound 6,7994

for Mean Upper Bound 17,5414

5% Trimmed Mean 10,2503

Median 6,2000

N/N Variance 176,824

Std. Deviation 13,29752

Minimum 2,60

Maximum 61,40

Range 58,80

HBF Interquartile Range 11,20
Mean 37,7667 | 25,95640

95% Confidence Interval | Lower Bound | -73,9147

for Mean Upper Bound | 149,4480

5% Trimmed Mean .

r7482144/N Median 19,4000

Variance 2021,203

Std. Deviation 44,95780

Minimum 4,90

Maximum 89,00

Range 84,10

a. HBF is constant when XMNI = rs7482144/rs7482144. It has been omitted.

Test Statistics®

HBF
Mann-Whitney U 19,000
Wilcoxon W 370,000
V4 -1,432
Asymp. Sig. (2-tailed) , 152
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] A72°

a. Grouping Variable: XMNI

b. Not corrected for ties.
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BCL11A4 (rs11886868) degisimi heterozigot olan 14, homozigot olan 10 ve normal

olan 6 birey i¢in gergeklestirilen Kruskal Wallis testi sonuglarina gore 0.5395 degeri

bulunmustur. Varyasyon bulunmayan grupta HbF ortalamasi 9.91, heterozigot

varyasyon bulunan grupta HbF ortalamasi 15.09, homozigot varyasyon bulunan

grupta ise 8.36 olarak bulunmustur (Tablo 4.3).

Tablo 4.3:BCL11A4 (rs11886868) degisiminin HbF iizerine etkisi

Descriptives
BCL11A Statistic Std.
Error
Mean 991| 3,043
Lower
2
95% Confidence Interval for|Bound 095
Mean Upper
17,74
N/N Bound ’
Median 9,4
Std. Deviation 7,453
Minimum 2,91
Maximum 18,70
Mean 8,36 2,581
Lower 2,528
95% Confidence Interval for|Bound
M U
rs11886868/ | pper 14,21
11886868 Bound
HBE 18 Median 6,15
Std. Deviation 8,162
Minimum 3,76
Maximum 30,20
Mean 15,0929 4,391 i
Lower
95% Confidence Interval for|Bound 3,6065
M
rs11886868/ | Mean Upper 245793
N Bound
Median 9,5500
Std. Deviation 16,43001
Minimum 2,60
Maximum 61,40
Kruskal-Wallis Test P Value
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KLFI geninin promotor bdlgesinde bulunan rs79334031 (148 G>A) varyasyonu

sadece 2 hastada heterozigot olarak bulunmus olup, 28 hastada normal bulunmustur.

yapilan Mann Whitney U testinde 0.454 degeri ortaya c¢ikmistir. Varyasyon

bulunmayan grupta HbF ortalamas: 13.25 iken, heterozigot varyasyon bulunan

grupta ise 33.15 olarak bulunmustur (Tablo 4.4).

Tablo 4.4:KLFI geni promotor varyasyonunun HbF {izerine etkisi

Descriptives
PE1 Statistic | Std. Error
Mean 13,2511 3,24084
Lower
95% Confidence | Bound 6,6014
Interval for Mean Upper 19.9007
Bound
N/N 5% Trimmed Mean 10,4233
Median 7,0500
Variance 294,085
Std. Deviation 17,14890
Minimum 2,60
Maximum 89,00
HEBF Mean - 33,1500
ower
95% Confidence | Bound -325,8003
Interval for Mean Upper 392.1003
Bound
5% Trimmed Mean .
;?793 34031 Median 33,1500
Variance 1596,125
Std. Deviation 39,95153
Minimum 4,90
Maximum 61,40
Range 56,50
Asymp. Sig. (2-tailed) |  .454]

4.3 K562 Hiicre Hattinda Hemoglobinizasyon Sonuclari

Resveratrol (RV) ve Sodyum Butirat (SB)’nin tablo 3.5’de verilen dozlariyla 72 saat

boyunca gercgeklestirilen hiicre kiiltiirii isleminin sonucunda hemoglobinizasyonu

gosteren benzidin boyama sonugclari sekil 4.7°de verilmistir. Doza bagli olarak RV ve
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SB’nin benzidin boyama yoOntemiyle hemoglobinizasyonu artirdigi goézlenmistir.

Boyama i¢in en uygun RV dozu 50 uM ve SB dozu 150 uM olarak izlenmistir. Ajan

uygulanmamis grupta minimal boyanma takip edilmistir.

Sekil 4.7:Resveratrol ve Sodyum Butirat’in K562 hiicrelerindeki benzidin boyanmasina
(hemoglobinizasyon) etkisi. Resveratrol; A (25uM) , B (50uM), C (100uM) D,E,F:Sodyum Butirat;
(150, 300 ve 600 uM). G: Farmakolojik bir ajan uygulanmamis orjinal K562 hiicresi. Benzidin ile
hemoglobinlerde mavi boyanma s6z konusudur.

4.3.1 K562 Hiicre Hattimin RNA Sonuclari

Farmakolojik ajan ile muamele edilmis K562 hiicrelerinden toplanan RNA’lara ait

agaroz jel elektroforez goriintiisii sekil 4.8’de verilmistir.

Sekil 4.8:Resveratrol ve Sodyum Butirat uygulanmis K562 hiicrelerinden izole edilen RNA’larin
agaroz jel elektroforezi goriintiisii. Soldan saga, Marker, Kontrol, 25, 50, 100uM RV ile 150, 300 ve
600 uM SB ile muamele edilmis hiicrelerden izole edilmis RNA’lar.
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Hem RV hem SB ile indiiklenmis K562 hiicrelerinin RNA’larinda kalite olarak bir
fark bulunmamistir. Bu RNA’lardan globin genlerine ait kantitatif es zamanli-real
time- PZR (Q-RT-PZR) sonuclarina gore (Sekil 4.9); hem resveratrol hem de
sodyum butirat doz bagimli olarak alfa ve gama globin ekspresyonunda degisiklige
sebep olmustur. En fazla gama globin ekspresyonu artisi 50 pM resveratrol
uygulamasindan sonra yaklasik 2.7 kat ve 600 uM sodyum butirat uygulamasindan
sonra yaklasik 3 kat olarak goriilmiistiir. Bununla beraber en fazla gama globin
ekspresyonu gozlenen dozlarda resveratrol grubunda alfa globin mRNA’sinda

yaklasik 2.4 kat artis gdzlenmistir.

3,5
3
2,5
2

& alf;
15 alfa

1 K gama

o I I B B .
kontrol resv25 resv50 resv100 sb 150 sb 300 sb 600
puM uM uM puM uM uM

Sekil 4.9: K562 hiicrelerinde Q-RT-PZR Sonuglari:Resveratrol (Resv) veya Sodyum Butirat (SB)
uygulamas1 sonrast globin alfa ve gama globin genlerine ait mRNA seviyelerinde degisiklik
gozlenmistir.

4.3.2 K562 Hiicre Hattinda Western Blot Sonuclari

Hiicre lizatlarindan elde edilen proteinlerden gergeklestirilen western blot
caligmalarinin sonuglarina gore (Sekil 4.10) ise 50 M resveratrol muamelesi sonucu
NRF2 yolag: aktivasyonunda 0.6 kat azalma MAPK yolagi elemanlarindan p38
aktivasyonunda 2.5 kat ve ERK yolagi aktivasyonunda 4.7 kat artis meydana
gelmigtir. 600 uM sodyum butirat uygulanmis grupta ise NRF2, p38 ve ERK
yolaklarinda sirasiyla 2.1, 1.3 ve 1.8 kat artis meydanana gelmistir.
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Sekil 4.10: Resveratrol ve Sodyum Butirat Uygulanmis K562 hiicrelerinde NRF-2 ve MAPK
proteinlerindeki degisiklik:Resveratrol; p38 ve ERK aktivasyonu saglarken, NRF-2 fosforilasyonunda
azalmaya neden olmustur.Sodyum butirat ise her ii¢ proteinde de artisa neden olmustur.

4.3.3 K562 Hiicrelerine Ait MTT Sonuclar

Hiicre canlilik testi sonuglarina gore 72 saat boyunca 100 uM resveratrol uygulamasi
hiicrelerin yarisindan fazlasini 6ldiirmektedir (Sekil 4.11). Sodyum butiratin artan
dozlar1 ise hiicre proliferasyonuna olumlu yonde katki yapmaktadir. Bu yiizden
bundan sonraki deneylerimizde 50 uM resveratrol ile 600 uM sodyum butirat dozlar1

tercih edilmistir.

| EIKATCANLILIK| |  ®%CANLILIK |
250
25 200
15 =] 150 —
] I 100 |
o Pl o ——— F LT s Homed F sisli
D P N T R N O R N Y N
P PO 2 S DS S S B DS oD P S
FTE TS LS & T I
Q x
NS 8 «© &

Sekil 4.11: Resveratrol ve Sodyum Butirat Uygulanmig K562 hiicrelerinde MTT
Sonuglari:Resveratroliin artan dozlar1 hiicre 6liimii ile sodyum butiratin artan dozlar1 ise
proliferasyona sebep olmustur.R:Resveratrol SB:Sodyum Butirat

4.4 BTM’li Hastalara Ait Q-RT-PZR Sonuclar
Beta globin geni agisindan ayni mutasyona sahip (IVS.1.110 homozigot) ancak
BCLI114 1511886868 varyasyonu agisindan farkli genotiplere sahipe 3 BTM’li

hastanin, resveratrol veya sodyum butirat ile indiiklenmis, 21 giin siiren primer
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eritroid hiicre hattindan elde edilen Q-RT-PZR sonuglarina gore en yiiksek gama
globin indiiksiyonu; normal, heterozigot ve homozigot mutasyonlu bireylerde 3.8,
1.2 ve 3.6 kat olarak bulunmustur (sekil 4.12). 3.8 katlik artis, resveratrol uygulanmig
grupta, 1.2 katlik artig, sodyum butirat uygulanmig grupta ve 3.6 katlik artis ise yine

resveratrol uygulanmis grupta izlenmistir (tablo 4.5).
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Sekil 4.12:BTM’li hastalarda Q-RT-PZR sonuglari:Sekle gore Resv:50 uM resveratrol ve SB:600 uM
sodyum butirat1 ifade etmektedir. Benzer sekilde mut:mutasyonlu bireyin, norm:normal bireyin

het :heterozigot bireyin sonuglarini gostermektedir.Kontrol ile farmakolojik ajan uygulanmamis grup
ifade edilmektedir.

Ayrica, mutasyonlu bireyin SB uygulanmis hiicrelerinde 9.3 kat, resveratrol
uygulanmis normal genotipli bireyin hiicrelerinde 6.6 kat, SB uygulanmis normal
genotipli bireyin hiicrelerinde 5.2 kat ve SB uygulanmis heterozigot genotipli bireyin

hiicrelerinde 1.8 kat beta globin ekspresyonu artis1 meydana gelmistir.

Tablo 4.5: BTM’li hastalarda Globin Gen Ekspresyon Profili Degisimi

mut- mut- | mut- | norm- | norm- | norm- het- het- | het-

kontrol | resv | sb kontrol | resv sb kontrol | resv | sb
alfa | 1,00 0,49 | 1,52 | 1,00 2241,95 | 14660,07 | 1,00 2,54 | 1,91
beta | 1,00 0,83 19,32 | 1,00 6,62 5,20 1,00 0,18 | 1,81
gama | 1,00 3,67 | 2,80 | 1,00 3,86 3,19 1,00 0,48 | 1,19

Bu bireylerin alfa globin genlerinin mutasyon profillerindeki heterojenite sebebiyle

alfa globin gen ekspresyonlarindaki degisim deneysel olarak dikkate alinmamustir.
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Tablo 4.5°de BCLI1A rs11886868 varyant1 agisindan mutasyonlu olan bireyin alfa
globin genlerinde a2 Cod 59 (G>A) mutasyonu, BCLI/IA4 rs11886868 varyanti
acisindan normal olan bireyde ise -20.5 kb’lik homozigot gen delesyonu
bulunmaktadir (sunulmamis proje verisi). BCL11A rs11886868 varyanti agisindan
heterozigot olan bireyde ise herhangi bir alfa globin gen mutasyonu
bulunmamaktadir. -20.5 kb’lik homozigot gen delesyonu olan bireyin hiicrelerindeki
alfa globin ekspresyonu ¢ok diisik olmasma ragmen 2" formiiliiyle
normalizasyon yapildiginda resveratrol uygulanan veya sodyum butirat uygulanan
grupta sirasiyla 2241 ve 14660 kat alfa globin ekspresyonu artisi meydana

gelmektedir.

BCL11A4 rs11886868 varyasyonunu heterozigot olarak bulunduran BTM hastasinda
resveratrol veya sodyum butirat uygulamasi her iki grupta da alfa globin geni
ekspresyonunda artisa sebep olurken, resveratrol grubunda hem beta hem de gama
globin ekspresyonunda azalma sodyum butirat grubunda ise beta ve gama globin

ekspresyonlarinda kismi artisa sebep olmustur (tablo 4.5).

4.5 Primer Eritroid Hiicre Kiiltiiriinde Western Blot Sonuclar:

30 kisilik Beta Talasemi Major hasta grubumuz igserisinden IVS-1.110 (G>A)/IVS-
1.110 (G>A) mutasyonu tasiyan 13 kisilik grup icerisinden HbF miktarin1 regiile
eden faktorler arasindan, KLF1 gen mutasyonlar1 ve Xmnl polimorfizmi bulunmayan
sadece BCL11A4 rs11886868 varyasyonunu tagima acisindan farkli genotiplere sahip
3 bireyin kontrol gruplar ile, 50 pM resveratrol veya 600 pM sodyum butirat
uygulanmis primer eritroid hiicre kiiltiiriinden elde edilen proteinlerde NRF-2 yolagi

ile p38 ve ERK1/2 yolaklarinin aktivasyonlar1 degerlendirilmistir (tablo 4.6).

Buna gore p38 yolagi aktivasyonu BCLI1A rs 11886868 varyasyonu agisindan
mutasyonlu olan bireyin resveratrol uygulanmis hiicrelerinde 1.7 kat artarken, ayni
varyasyonu tagimayan diger bireyin sodyum butirat uygulanmis hiicrelerinde 2 kat
artmistir. ERK yolagi ise 3 farkli hastanin primer eritroid hiicrelerinde azalmis olup
sadece heterozigot BCLI1A varyasyonu tastyan bireyde hesaplanamamistir (sekil
4.13).
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Tablo 4.6: Primer Eritroid Hiicrlerdeki Western Blot Sonuglari: Mut:Mutasyon Het:Heterozigot,
Resv:Resveratrol, SB:Sodyum Butirat

Kontrol | Resv | SB | Kontrol | Resv SB Kontrol | Resv | SB

Mut Mut | Mut | Norm | Norm | Norm Het Het | Het
NRF2 1,00 0,91 | 1,01 1,00 1,16 | 0,83 1,00 0,78 | 0,34

P38 1,00 1,77 | 1,11 1,00 1,03 | 2,04 1,00 0,56 | 0,79
ERK 1,00 0,14 | 0,10 1,00 0,20 | 0,44

NRF-2 yolagi ise hi¢ bir grupta anlaml bir sekilde degismezken sadece heterozigot

bireyin sodyum butirat uygulanmis hiicrelerinde yaklasik 3 kat azalmstir.

A FOSFO NRF/NRF2 FOSFO P38/P38 FOSFO ERK/ERK
14+ 25 12
11? 2 1
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Sekil 4.13:BCL11A4 1511886868 Varyasyonuna Gére Farkli Genotipteki Hasta Orneklerinin Western
Blot Sonuglari:A)Kat degisim grafigi B)Western Blot Film Goriintiisii
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5.TARTISMA

Beta talasemi hem genetik hem de klinik heterojenite  gdsteren
hemoglobinopatilerden biridir. Beta talaseminin en agir klinik tablosu beta talasemi
major grubunda (BTM) gozlenmektedir. Bu grup transfiizyona ihtiyag duydugundan
hastalarin transfiizyon bagimsiz hale gelmesi veya transfiizyon ihtiyaglarinin
azaltilmasi ile ilgili arastirmalar acgisindan en 6nemli hedef grubu olusturmaktadir.
Glinlimiizde yapilan ¢aligmalarda HbF indiiksiyonunun, BTM’li hastalarda iliml
klinik seyire neden oldugu bilinmektedir. HbF indiiksiyonu icin gama globin
promotorunu aktive etmek gerekmektedir. Beta globin lokusunda embriyonik
donemde eksprese edilen gama globin regiilasyonu genetik ve epigenetik olarak ¢ok

komplike mekanizmalar ile gergeklestirilmektedir.

Biz de bu bakis acisindan yola ¢ikarak, ¢ok fazla sayida ve gorevde transkripsiyon
faktorli ve protein arasinda gama globin regiilasyonu icin en 6nemli gordiigiimiiz
genetik faktorler arasindan Xmnl, BCLIIA ve KLFI’in etkilerini arastirmayi
amacladik.

Ayrica sadece BCL11A4 rs11886868 varyasyonu agisindan farkli genotiplere sahip 3
BTM hastasinin primer eritroid hiicre kiiltiirlerinde, transkripsiyonel olarak globin
genlerinin regiilasyonu ile epigenetik olarak; HDAC inhibitorii olan sodyum butirat
ve antioksidant bir molekiil olan resveratroliin p38, ERK1/2 ve NRF2 yolaklar ile

iligkilerini arastirdik.

5.1 Xmnl Polimorfizmi Sonu¢larinin Degerlendirilmesi

Beta talasemi major ve intermediya hastalarinda Xmn/ polimorfizminin klinik etkisi
degisik calismalarda gosterilmistir. Pakistan’da yapilan bir ¢alismada, BTM’li 30
hastanin sadece 1 tanesinde heterozigot varyasyon, BTI’l1 30 hastanimn ise 12 (10
homozigot, 2 heterozigot) tanesinde Xmnl polimorfizmi bulunmustur (Hanif ve ark.,
2015). Benzer olarak Hindistan’da yapilan diger bir ¢calismada ise 40 BTM hastasinin
10’unda (8 heterozigot, 2 homozigot) ve 24 BTI hastasinin 11’inde (8 heterozigot, 3

homozigot) Xmnl polimorfizmi goriilmiistiir (Nadkarni ve ark., 2001). Bizim

71



calisgmamizda ise 30 hastanin 4 tanesinde (3 heterozigot, 1 homozigot) Xmnl
polimorfizmi goriilmiistiir. Buna gére Xmnl polimorfizminin daha ¢ok BTI’da
goriildiigiinii ve hastaligin klinik siddetini azalttigini, farkli popiilasyonlarda farkli
sikliklarda goriildiigiinii soyleyebiliriz. IVS-II.1 mutasyonunu homozigot olarak
bulunduran 103 kisilik bir Iran kokenli talasemi hasta grubu igerisinde BTM’ye veya
BTI’ya sebep olan faktoriin Xmnl polimorfizmi olmadigin1 gosteren bir ¢alisma da

literatlirde bulunmaktadir (Neishabury ve ark., 2010).

2010 yilinda HBB mutasyon spektrumu genis olan 57 BTI hastasi {izerinde yapilan
bir calismaya gore Xmnl polimorfizmi, BCLI1A4 daki rs11886868, rs4671393 ve
HBS1L-MYB’deki (rs28384513, rs9399137 ve rs4895441) varyasyonlar arasinda
sadece Xmnl polimorfizminin yiiksek HbF seviyesi ile iligkisi oldugu (p = 0.002)
bulunmugtur (Nguyen ve ark., 2010). Bizim hasta grubunda ise Xmnl polimorfizmli
vakalarin  hepsinde ayn1 zamanda BCLIIA4’daki rs11886868 varyasyonu
bulunmaktadir. Yukaridaki ¢aligma ile kiyasladigimizda, bu iki genetik faktoriin HbF
seviyesi lizerine etkisinin, yeni c¢alismalar 1ile ortaya c¢ikarilabilecegini

diistinmekteyiz.

Hemoglobinopatilerle iligkili olarak Xmnl polimorfizminin arastirildigr diger
caligmalar asagida Ozetlenmistir. Diger taraftan Xmnl polimorfizminin dogum
sonrast hemoglobin degisiminde (switch) gecikmeye neden oldugu gosterilmistir
(Peri ve ark., 1997). Tiirkiye’de ilk kez Fankoni Anemisi grubunda yiiksek HbF
seviyesi ile Xmnl polimorfizmi arasinda pozitif bir iligki bulunmustur (Rosatelli ve
ark., 1992). Xmnl polimorfizminin hala HbF miktarin1 direkt olarak etkileyen bir
varyasyon olup olmadigr acikliga kavusturulamamistir (Galarneau ve ark., 2010).
Calismamizda, heterozigot Xmnl polimorfizmi bulunan 3 hastanin HbF ortalamasi
varyasyon bulunmayan hastalara gore fazla olsa da istatistiksel olarak bulunan p =

0.152 degeri, olgu sayisinin artirilmasi gergegini ortaya ¢ikarmaistir.

Literatiirde ay1 zamanda IVS.II.1 (G>A), FSC8 (-AA), Cod 39 (C>T), FSC6 (-A),
IVS.I.1 (G>A), IVS.1.6 (T>C) ile beraber goriilen Xmnl polimorfizmi (Agouti ve
ark., 2007; Neishabury ve ark., 2010) bizim hasta grubumuzda haplotip ¢aligmasi
yapilmamakla birlikte, tablo 3.1°deki 4’ilincii 5’inci ve 25’inci olgularda TVS.II.1
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(G>A) degisimiyle ayni haplotipte oldugu gorlintirken, 12 numarali olguda
IVS.1.110 (G>A) ve Hb Knossos [Cod 27(G>T)] ile beraber goriinmektedir.

On ¢ kisilik IVS.1.110 (G>A) homozigot hasta grubunda ise Xmnl polimorfizmine
hi¢ rastlanilmamis olmasi ilk defa Hb Knossos ile Xmnl polimorfizminin birlikte

ayni haplotipte olabilecegini diislindiirmektedir.

5.2 BCL11A4 rs1186868 (C>T) Sonuclarimin Degerlendirilmesi

GWAS calismalarinin birinde 2p15°de bulunan BCL/IA genindeki varyasyonlarin
HbF’i artirma potansiyeli %15.1 olarak degerlendirilmistir (Menzel ve ark., 2007).
Yine HBB’de 39. kodonda stop kodonu olusturan homozigot mutasyona sahip ancak
yiiksek HbF seviyesi ile iligkilendirilmis Xmnl (C>T) polimorfizmi bulunmayan 74
BTM ve 52 BTI olgusunda BCL//A’nin 2.intronunda yer alan rs11886868 C alelli
tasima ile yliksek HbF seviyesi arasinda yiiksek iliski kurulmustur. Ayn1 kodon 39
mutasyonunu tagityan ve hastalar1 transfiizyon bagimli BTM yerine daha 1limli olan
BTI fenotipi gostermelerini saglayan faktoriin rs11886868 varyasyonu (p =10)
oldugu gosterilmistir (Uda ve ark., 2008). Sadece rs11886868 nin etkisinin
arastirildigr giincel bir makalede de ilgili varyasyonun (p<0.001) yiiksek HbF ile
iligkili oldugu belirtilmistir (Dadheech ve ark., 2016). Ancak, beta talasemi
hastalarindaki Xmnl polimorfizmi ve BCLI1A rs11886868 varyasyonlarinin HbF
tizerindeki modifiye edici Ozelliklerinin anlamli olmadigini, sadece HBE/B-tal
birlesik heterozigot hastalarda anlamli bulundugunu gosteren giincel bir ¢aligma da

bulunmaktadir (Rujito ve ark., 2016).

Hasta grubumuz igerisinde BCLI1A rs11886868 varyasyonu; 6 olguda normal, 14
olguda heterozigot ve 10 olguda homozigot olarak bulunmustur. Istatistiksel olarak,
homozigot varyasyon bulunan grupta (T risk aleli) HbF ortalamasinin (8.36),
heterozigot varyasyon bulunan gruba (15.09) ve varyasyon bulunmayan gruba (9.91)
gore diislik olsa da Kruskal Wallis istatiksel testine gore bu deger anlamli
bulunamamistir (p = 0.5395). Bu da bize HbF degerinin ortaya ¢ikisinda bireysel
genetik yapinin Onemli olabilecegini isaret etmektedir. Yukaridaki calisma ile
kiyasladigimizda ¢alisma grubumuzda BCLI1A4 rs11886868 varyasyonu 30 BTM

hastasinda degerlendirilmis ve yiiksek HBF seviyesi ile iliskili bulunamamistir. Bu
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durum vaka sayimizin azlig1 ve diger faktorler (BCL11A daki diger SNP’ler vb) ile
(Galarneau ve ark., 2010) agiklanabilir.

BCL11A4 rs11886868 varyasyonu i¢in heterozigot bulunan iki olgumuzun birisi olan
12 numarali olguda ayrica heterozigot Xmnl polimorfizmi, digeri olan 20 numarali
olgumuzda ise yine yiiksek HbF ile iliskilendirilen KLFI geni promotor bdolge
varyasyonu olan heterozigot rs79334031 gozlenmistir. Bu iki olguda HbF seviyeleri
sirastyla 19.4 ve 61.4’tiir. Homozigot BCLIIA varyasyon grubunda bulunan 5
numarali bireyde ise KLF1 rs79334031 varyasyonu ve Xmnl polimorfizmi ayn1 anda
bulunmaktadir. Bu bireyin HbF seviyesi ise 4.9 olarak bulunmustur. 20 numarali
olguda BCL11A4 ve KLF varyasyonlar1 HbF seviyesini artirirken, 5 numarali olguda
ayrica Xmnl polimorfizminin de bulunmasi beklenmedik bir sekilde gorece daha
diisik HbF seviyesi gozlenmesine sebep olmustur. Oysa Xmnl polimorfizminin
varliginin HbF seviyesini yiikseltmesi beklenmektedir. Olgularimiz arasinda en
yiiksek HbF seviyesi 20 numarali bireyde 61.4 olarak 6l¢iilmiistiir. Bu bireyde KLF'1
promotor bolge mutasyonu ve BCLI1A4 varyasyonu heterozigot olarak bulunmustur.
Yine beklenmedik bir sekilde hem Xmnl polimorfizmini hem de BCLIIA
varyasyonunu homozigot olarak bulunduran 4 numarali vakada HbF seviyesi gorece
daha diisiik (7.6) olarak oSl¢iilmiistiir. Bu iki vaka kiyaslandiginda, bu sonuglar bize
HbF indiiksiyonunda KLFI promotor bdlge degisiminin HbF artisinda Xmnl

polimorfizmine gore daha kilit bir rol oynayabilecegini gostermektedir.

5.3 KLF1 Mutasyon Analizi Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Yiiksek HbF seviyesi ile iliskilendirilen HPFH, daha cok beta globin lokusu
icerisinde yer alan gama globin genlerindeki delesyonel veya non-delesyonel
promotor bdlge mutasyonlarinin sonucu olarak ortaya c¢ikmaktadir. Ayrica,
HPFH’nin 2013 yilinda beta globin lokusu disinda yer alan KLFI genindeki bir
promotor mutasyonu (-148G>A, 1rs79334031) sonucu da ortaya cikabilecegi
gosterilmistir (Radmilovic ve ark., 2013). Bu degisklik, SP1 (Spesifik Proteinl)
isimli transkripsiyon faktoriinlin KLF/ promotoruna baglanma bolgesini ortadan
kaldirmaktadir. KLF1 ekspresyonunu yaklasik %30 oraninda azaltan bu degisiklik,
KLF1’in HBB promotoruna yeterince baglanamamasina ve yeteri kadar beta globin

iiretilememesine sebep olmaktadir (McMorrow ve ark., 2000).
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KLF1’in promotorundaki bu varyasyon, erigkin beta globin fiiretilmesi yoniinde
aktivite gosteren protein olan BCL11A’nin da etkilenmesine sebep olmaktadir. Bu
sayede KLFI rs79334031 mutasyonu, ¢ift yonlii olarak HBB iiretimini azaltmakta ve
represor etkisi lizerinden kalkmis HbF iiretimine katkida bulunmaktadir (Tallack ve
Perkins, 2013; Zhou ve ark., 2010). rs79334031°den baska 65 civarinda farkli KLF'1
geni degisiminin de KLF1 fonksiyon kaybina neden olarak yiiksek HbF’i sagladigi

son donem yayinlanan bir derlemede belirtilmistir (Perkins ve ark., 2016).

30 kisilik hasta grubumuz igerisinde KLFI geni promotor bdlge varyasyonu
rs79334031°1 heterozigot olarak tasiyan yalnizca 2 olgu bulunmaktadir. Bunlardan
birisi (5 numarali olgu), Xmnl polimorfizmi heterozigot ve BCLIIA rs11886868
varyasyonu homozigot olup HbF seviyesi 4.9’dur. Digeri olan 20 numarali olguda
ise BCL11A4 rs11886868 varyasyonu heterozigot olup HbF seviyesi 61.4’tilir. Burada
da goriildiigli iizere Xmnl polimorfizminin bulunmasinin HbF’i  disiirdigi
goriilmektedir. Sadece -148 G>A promotor bdlge mutasyonunu tasiyan izole vakalar

bulundugu takdirde bu varyasyonun HbF’i modifiye etme etkisi daha iyi anlasilabilir.

Hasta grubumuzda, rs79334031 promotor bolge varyasyonundan bagka klinik olarak
anlamli sayilabilecek hi¢ bir KLFI varyasyonu gozlenmemistir. Klinigi etkilemedigi
bilinen (Arnaud ve ark., 2010) KLFI geninin 2. ekzonunda yer alan p.Ser102Pro
degisikligi 9 olguda heterozigot olup bu grubun HbF ortalamasi 7.86 olarak
bulunmustur. Sadece 13 numarali olguda p.Ser102Pro degisikligi homozigot olarak
bulunmusg olup bu olgunun HbF degeri 3.1 olarak Ol¢iilmiistiir. 13 numarali olguda
inceledigimiz HbF’i degistiren diger varyasyonlarin bulunmamasi bireysel genetik

faktorlerin rol oynayabilecegini diistinmektedir.

5.4 HbF indiiksiyonunda Globin RNA Profili Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Beta talasemi major hastalarinda en genel tedavi yaklasimlart kan transfiizyonu,
kemik iligi nakli ve HbF iiretiminin farmakolojik ajanlarla indiiklenerek yeniden
aktive  edilmesidir. Bu c¢er¢cevede hem  hiicre hatt1  ¢aligmalarinda
hemoglobinizasyonun gosterilmesi hem de hastalardan elde edilen primer eritroid
hiicrelerde, secilmis farmakolojik ajanlarla indiiksiyon saglanarak uygun dozda RNA

transkripsiyonunun saglanmasi temel hedefler arasindadir. HbF diizeyinin gostergesi
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olan gama globin RNA diizeyinin belirlenmesi informatif bilgi vermektedir. Biz de
bu caligmamizin bir pargasi olarak hem K562 hiicre hattinda hemoglobinizasyonu
hem de hasta primer eritroid hiicrelerinde globin RNA diizeylerini belirleyip,

literatiir ile kiyaslamay1 ve bu yondeki ¢aligmalara katki saglamay1 amacladik.

5.4.1 K562 Hiicrelerinde Globin RNA Sonug¢larinin Degerlendirilmesi

Kontrol grubunda herhangi bir ajan ile muamele edilmemis hiicreler ile resveratrol
veya sodyum butirat ile muamele edilmis hiicrelerin RNA profilleri, beta aktin
kontrol RNA’sina kiyasla alfa ve gama globin genleri {lizerinden yapildiginda; en
fazla gama globin transkripsiyonu 600 uM SB uygulanmis grupta goriilmiistiir (sekil
4.9). Daha sonra, resveratroliin sirasyla 50 ve 100 uM’lik dozlart yiiksek gama
globin transkripsiyonu ile iliskili bulunmustur. Resveratroliin anti-kanser ve
apoptotik 6zellikleri oldugu bilinmektedir (Lin ve ark., 2011; Wang ve ark., 2015).
Yaptigimiz toksisite (MTT) calismalarinda resveratroliin artan dozlarinin apoptotik
oldugunun gosterilmesi ve sodyum butiratin bir HDAC inhibitorii olarak sag kalim
ve hiicre proliferasyonunu saglamasi gibi nedenler géz oniine alindiginda optimum
resveratrol ve sodyum butirat dozlarinin sirasiyla 50 ve 600 uM olmalar1 (Sekil 4.11)

beklenilen bir sonugtur.

5.4.2 Primer Eritroid Hiicrelerde Globin RNA Sonuc¢larinin Degerlendirilmesi

Kan transfiizyonu sonrasi barsaklarda artmig demir emilimine, stabil olmayan
hemoglobin molekiiliiniin parcalanmasi sonrasi aciga ¢ikan serbest globin zincirleri
ve demir molekiilleri beta talasemide oksidatif strese neden olan baslica sebeplerdir

(Amer ve ark., 2008a).

BCL11A4 rs11886868 agisindan homozigot mutasyonlu, normal ve heterozigot olan
strastyla 23, 16 ve 18 numarali BTM’li bireylerin, 50 uM resveratrol veya 600 pM
sodyum butirat uygulanmis primer eritroid hiicrelerinden gerceklestirdigimiz RNA
izolasyonu, cDNA sentezi ve globin genleri Q-RT-PZR sonuglarina gore en yliksek
gama globin indiiksiyonu BCL114 rs11886868 agisindan normal olan bireyin 50 uM
resveratrol uygulanmig hiicrelerinden elde edilmistir (Tablo 4.5). Tablo 4.5 dikkatli
bir sekilde incelendiginde BCLI11A rs11886868 acisindan heterozigot olan birey

disinda diger resveratrol veya sodyum butirat uygulanmis gruplarda basarili bir
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sekilde gama globin indiiksiyonu gergeklestirilebilmistir. Heterozigot genotipli
bireyin gama globin transkripsiyonunda ise anlamli bir azalma veya artis

izlenmemistir.

Hiicre kiiltiiriindeki gama globin ekspresyonumuz RNA diizeyinde basarili bir
sekilde gerceklestirilmis olup eriskin beta globin mRNA’s1 miktarinda da bazi
degisiklikler izlenmigtir. BCLIIA rs11886868 varyasyonu agisindan homozigot
mutasyonlu bireyin beta globin mRNA’s1, SB uygulandiginda 9.3 kat artmis fakat
RV uygulandiginda ise yaklasik 0.2 kat azalmistir. BCL11A4 rs11886868 varyasyonu
acisindan normal olan bireyin beta globin mRNA’s1 ise RV uygulandiginda 6.6 kat
artmis SB uygulandiginda ise 5.2 kat artmistir. Heterozigot bireyde ise gama globin

transkripsiyonuna benzer bir profil izlenmistir.

BTM’li hastalarda alfa globin zincirlerinin non-alfa globin zincirlerine oram
degerlendirilmektedir. Uygulanan tedavi protokollerinde alyuvar igerisindeki
eslesmemis alfa globin proteinleri inefektif eritropoyeze neden olmaktadir. Bu
yiizden kullanilan ajanlarin gama globin ekspresyonunu artirirlarken alfa globin
ekspresyonunda bir artisa neden olmamalar1 gerekmektedir. Alfa globin zinciri
sentezinde azalmay1 saglayacak terapotikler de BTM hastalarinin tedavisi i¢in ayrica
onem kazanmaktadir (Chaisue ve ark., 2007; Harteveld ve Higgs, 2010). Alfa globin
ekspresyonunda 9%350’ye kadar meydana getirilebilecek azalmanin globin zincir

dengesizligini ortadan kaldirabilecegi ongoriilmektedir (Mettananda ve ark., 2015).

Hasta grubumuzda resveratrol uyguladigimiz ve BCL11A rs11886868 varyasyonu
acisindan homozigot mutasyonlu bireyin hiicrelerinde istenilen diizeyde alfa globin
mRNA’sinda azalma gerceklestirilebildigi gibi gama globin ekspresyonu da
artirilabilmistir. Bu sayede sadece RNA diizeyindeki sonuc¢larimiz bize BCLI1A4
mutasyonunu homozigot olarak tasiyan bireylerde resveratrol tedavisinin uygun
dozlarda terapotik etki yaratabilecegini gostermektedir. Fetal hemoglobin {iretiminde
ve regiilasyonunda 6nemli rolleri olan BCLI1A4, KLF1 genleri ile Xmnl polimorfizmi
gibi genetik faktorlerin, bireylerdeki beta globin mutasyon profili belirlendikten

sonra degerlendirilerek uygun ajanlarin etkili dozlarinin aragtirilmasi ve daha fazla
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sayida benzer genotipik profile sahip hastalarin 6n ¢aligmalarinin gergeklestirilmesi
gerekmektedir.

Bu konuda 6nde giden calisma gruplarindan bir italyan talasemi grubu en yeni
caligmalarinda 15 farkli beta globin mutasyon profiline sahip toplam 72 hastadan 731
eritroid hiicre kiiltiirii Ornegini biobankalama sistemi ile arastirmacilarin
hemoglobinopati ¢alismalarinda kullanimina hazir hale getirmistir (Cosenza ve ark.,
2016). Ulkemizde ise en fazla goriilen beta globin mutasyonu olan IVS-1.110
(G>A)/ IVS-1.110 (G>A) genotipinden toplam 8 hastadan 81 6rnek bulunmaktadir
(Cosenza ve ark., 2016). Bizim hasta grubumuzda ise 13 adet ayni1 beta globin
mutasyon profiline sahip hasta bulunmaktadir. BCLIIA’nin globin promotorlar
izerindeki etkisi diisiiniildiiglinde sadece BCLI1A4 mutasyon profili farkli olan fakat
ayni beta globin ve alfa globin genomik profiline sahip bireylerin primer eritroid
hiicre kiiltiirlerindeki  fetal hemoglobin indiiksiyon c¢aligmalarinin  artmasi
gerekmektedir. Bu sayede globin dengesizligini ortadan kaldiracak ajanlarin

terapotik etkisi daha iyi anlasilacaktir.

5.5 HbF indiiksiyonunda p38, ERK1/2 ve NRF2 Western Blot Sonug¢larinin
Degerlendirilmesi

K562 hiicreleri ile 30 hasta arasindan sadece BCLI1A4 rs11886868 agisindan farkli
genotiplere sahip 3 BTM hastasinin primer eritroid hiicre kiiltiirlerindeki resveratrol

ve sodyum butirat ajanlarun etkileri asagida degerlendirilmistir.

5.5.1 K562 Hiicre Hattinda p38, ERK1/2 ve NRF2 Western Blot Sonuclarinin
Degerlendirilmesi

K562 hiicrelerine 50 upuM resveratrol uygulamast sonucu NRF2 yolagi
aktivasyonunda 0.6 kat azalma, p38 ve ERK yolaklar1 aktivasyonlarinda ise sirasiyla
2.4 ve 4.7 kat artig goriiliirken; 600 uM sodyum butirat uygulamasi sonucu NRF2,
p38 ve ERK yolaklarinda sirastyla 2.1, 1.3 ve 1.8 kat artis meydanana gelmistir.
Hiicre canlilig1 ile hedef proteinlerin sonuglar birlikte degerlendirildi. Beta globin
ekspresyonu yapmayan K562 hiicreleri, gama globin indiiksiyonu yaparken 50 pM
resveratrol uygulamasi sonucu strese girmektedir. Apoptozisten kurtulabilen
hiicreler, MAPK yolaklarindan daha ¢ok ERK yolagini kullanmaktadir. Aym

zamanda p38 aktivasyonu ile yiiksek gama globin ekspresyonu yapabilmektedir.
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K562 hiicrelerinde sodyum butiratin 600 pM’lik dozu ise hiicrelerde apoptoz yerine
proliferasyona neden olarak daha ¢ok NRF2 yolagin1 aktive ederek gama globin
indiiksiyonu gergeklestirmektedir. Yapilan ¢alismalarda K562 hiicrelerinin BCL11A
ekspresyonu gerceklestirdigi  gosterilmis  olup, 0.6 mM sodyum butirat
uygulandiginda, epigenetik olarak sinif 3 HDAC inhibisyonu yapmaktadir. Bu
sayede BCL11A ekspresyonundaki veya translasyonundaki azalmaya bagli olarak
hiicrelerin yiiksek gama globin ekspresyonu yaptiklar1 bildirilmistir (Chen ve ark.,
2009). Hemin, apicidin ve trichostatin A gibi HDAC inhibitorleri kullanarak yapilan
bir aragtirmada p38 MAPK yolag: kullanilarak gama globin ekspresyonu saglandigi
gosterilmistir (Cao ve ark., 2004; Pace ve ark., 2003; Wei ve ark., 2007). Yine bir
baska calismada sodyum butirat gibi kisa zincirli yag asidi tiirevlerinin hem insan
eritroid hiicrelerde hem de K562 hiicrelerinin 6zellikle gama globin promotorunda
inaktivasyona neden oldugu bildirilmektedir. Burada HDAC3 ile onun adaptor
proteini olan NCoR arasindaki baglantinin koparilarak gama globin promotoru
reaktivasyonu sagladiklar1 gosterilmistir (Mankidy ve ark., 2006).Biz de benzer
sekilde bir HDAC inhibitorii olarak sodyum butiratin p38 yolag: ile gama globin

transkripsiyonunu artirdigini gosterdik.

Literatiirde benzer sekilde stres altina giren hiicrelerin apoptozisden kurtulabildikleri
taktirde gama globin ekspresyonlarinda artislar gézlendigi de bildirilmistir (Mabaera

ve ark., 2008; Yan ve ark., 2014).

Literatiirden farkli olarak deneylerimizde K562 hiicrelerinde sodyum butirat
uygulamasi hem p38 hem de ERK1/2 aktivasyonuna neden olmustur. Ayni miktar
(0.6 mM) SB ile 72 saat sonunda elden edilen Western Blot sonuglar1 bize ERK
yolag1 aktivasyonunun p38 yolagt aktivasyonundan daha fazla oldugunu
gostermistir. Literatiirde ise ERK yolagi aktivasyonunun 3 saatin sonunda azaldigini
fakat p38 yolagi aktivsayonunun 4. giiniin sonunda da devam ettigini (sekil 2.9)
gosteren bir c¢aligma bulunmaktadir (Witt ve ark.,, 2000). ERK yolag:
aktivasyonundaki bu farkin hiicresel ve deneyesel kosullardan kaynaklandigini
sOyleyebiliriz.Yaptigimiz ¢alismada, resveratrolin 50 pM’lik dozunun K562
hiicrelerinde antioksidant yolak olan NRF2 yolagi yerine daha ¢ok MAPK
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yolaklarini aktive ettigi goriilmektedir. Bu durum, ilgili dozun K562 hiicreleri i¢in
stres ortamina neden olmasi ile agiklanabilir.

Ancak onemli bir nokta olarak, caligmamizda bu stres kosulunda dahi K562
hiicrelerinin yaklasik 2.7 kat gama globin transkripsiyonu yaptigin1 gosterdik. Artan

gama globin zincirlerinin HbF diizeyine olumlu katkis1 olabilecegi 6ngoriilebilir.

5.5.2 Primer Eritroid Hiicre Kiiltiiriinde p38, ERK1/2 ve NRF2 Western Blot
Sonuclariin Degerlendirilmesi

Arastirmamizin bu kisminda, K562 hiicre hattinda benzidin boyamas: ve hiicre
canlilik testi sonuglarina gore resveratrol i¢in 50 uM’lik ve sodyum butirat i¢in 600
uM’lik dozlar optimum doz olarak belirlendikten sonra, BTM hastalarinin primer

eritroid hiicre kiiltiirlerinde ayn1 dozlar ile HbF indiiksiyonunu gerceklestirdik.

BCL114 rs11886868 varyasyonu i¢in homozigot mutant (mut) veya normal (norm)
bireylerde, resveratrol veya sodyum butirata verdikleri cevaplara net olarak bakilirsa,
MAPK yolaklarindan ERK yolaginin azalist ve p38 yolagimin artist yoniinde
diizenlendigi sdylenebilir. En fazla artis; sodyum butirat uygulanmis ve mutasyon
tasimayan grupta gozlenmistir. En fazla azalma ise yine sodyum butirat uygulanmis
fakat mutasyon tastyan grupta gosterilmistir. Bu sonuglar bize, BCLI1A4 rs11886868
varyasyonu i¢in mutasyon tagimayan BTM hastalarinda, HbF indiiksiyonu i¢in p38
yolagin1 aktive edici sodyum butirat gibi farmakolojik ajanlarin kullaniimasi

gerektigini isaret etmektedir.

BCL11A4 rs11886868 varyasyonu acisindan mutasyon tasiyan veya tagimayan grupta
NRF2 yolaginin aktivasyonunda onemli degisimlerin gdzlenmezken (tablo 4.6),
heterozigot olan bireyin primer eritroid hiicrelerinde 3 kat azalma gozlenmistir. ilgili
dozlarin heterozigot bireyin hiicrelerinde p38 yolag: aktivasyonunda da bir azalma
gozlenirken ERK yolag ile ilgili fosfo ERK sinyali alinamadigi i¢in bir kiyaslama

yapilamamigtir.

Resveratrol veya SB uygulanmigs BCLIIA varyasyonu tastyan birey ile aym
varyasyonu tagimayan birey karsilastirildiginda, varyasyonu tasiyan bireyde p38

yolagindaki aktivasyon artis1 resvratrole karst verilen cevap iken, varyasyonu

80



tasimayan bireyde ise sodyum butirat uygulamasina karst verilen cevaptir. BCLI1A4
rs11886868 varyasyonunu primer eritroid hiicrelerinde tasimayan BTM hastalari,
gama globinin indiiksiyonu i¢in sodyum butirat ile, ayni varyasyonu tagimayanlar ise

resveratrol ile p38 yolag1 aktivasyonunu yapmaktadir.

Bu veriler bize, BTM’li hastalarda HbF indiiksiyonu ile ilgili olarak, genetik ve

epigenetik faktorler arasindaki liskiyi gdstermektedir.

Sonuglarimizin, HbF’i modifiye eden genlerin mutasyon profilleri agisindan
homojen olan, daha genis serili BTM’li hastalarda tekrarlanarak degerlendirilmesi,
gecerli terapotik yaklasimlarin belirlenebilmesi igin énem kazanmaktadir. Ozellikle
heterozigot BCL11A varyasyonu tagiyan grupta, resveratrol ve sodyum butirata
verilen transkripsiyonel ve translasyonel cevap degisken oldugu i¢in bu grupta HbF
indiiksiyon c¢alismlarinda heterozigot durumun g6z Oniinde bulundurulmasi
gerekmektedir. Bu da bize resveratrol veya sodyum butiratin terapotik olarak
kullanilmasiyla ayni sonu¢ alindiginda hasta icin bir faydasinin olmayacagi

sonucunu gosterebilir.

Biz bu arastirmamizda ilk defa, bireysel genotipe bagli indiiklenebilir gama globin
ekspresyonunu incelerken, genetik ve epigenetik faktorleri birarada degerlendirerek,
iki farkli ajan olan resveratrol ve sodyum butirat1 kullandik. Bir antioksidan molekiil
olarak resveratroliin yiiksek dozlarinin hem K562 hem de BTM’li hastalarin primer
eritroid hiicre kiiltiirlerinde, antioksidan yolak olan NRF2 yolag: yerine stres yolagi
olan p38 yolagr aktivasyonunu ger¢eklestirerek, gama globin ekspresyonunu
artirdigin1 gosterdik. Sodyum butiratin ise bir HDAC3 inhibitorii olarak, K562
hiicrelerinde bir antioksidan molekiil gibi davranip NRF2 aktivasyonu yapabilecegini
ve sadece BCLI1A rs11886868 varyasyonu tagimayan BTM’li hastalarin primer
eritroid hiicrelerinde daha ¢ok p38 yolagmi aktive ederek gama globin

indiiksiyonunu artirabilecegini gosterdik.

Antioksidan veya stres; hangi yolaklarin daha fazla kullanildigindan bagimsiz olarak
kullandigimiz resveratrol veya sodyum butiratin her ikisinin de gama globin

ekspresyonu yapabildigini literatiirle uyumlu bir sekilde tespit ettik.
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Farmakogenetik ve nutrigenetigin 6nem kazanacagi calismalarin hizla ilerledigi tip
diinyasinda, bireysel genotipin diglanmamas1 gerektigini gdsteren caligsmalara, beta
talasemi major hastalar1 iizerinden bu arastirma ile literatiire katki sunduk. Bu
dogrultuda 6zetle; p38 yolagi ile gama globin ekspresyonu artirilmak istenildiginde,
antioksidan bir molekiil olan resveratroliin BCLI14 rs11886868 varyasyonu tastyan
BTM’li bireylerde kullanilmasi, HDAC inhibitorii olan sodyum butiratin ise ayn
varyasyonu tasimayan bireylerde kullanilmasi gerektigi sodylenebilir. Hiicre igi
yolaklarin aktivasyonlarmi goz ardi ettigimizde ise sodyum butiratin veya
resveratroliin her iki grupta da gama globin reaktivasyonu i¢in kullanilabilecegini

diistinmekteyiz.
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2)
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4)

5)

6)

7)

8)

6. SONUC ve ONERILER

Sonug olarak, beta talasemi diinyada ve iilkemizde ¢ok iyi bilinen bir tek gen
hastaligt olmasma karsin, halen bir saglik problemi olarak karsimiza

cikmaktadir.

Beta talaseminin tani ve tedavisine yonelik molekiiler genetik,
farmakogenetik ve epigenetik yaklagimlar 6ne g¢ikmaktadir. Bu cergevede

farkli HbF indiiksiyonu yolaklar1 dikkat cekmektedir.

Yaptigimiz projede genetik faktdr olarak KLFI, BCLIIA ve Xmnl

varyasyonlarina ait bulgular literatiirle uyumlu bulunmustur.

Hasta sayis1 30 olan ¢alisma grubumuzda yapilan Kruskal Wallis veya Mann
Whitney U istatistiksel testleri ile yiiksek HbF degerini birebir agiklayan

anlamli bir degisiklik bulunamamustir.

Orneklem sayis1 artirilarak, incelenen her {i¢ genetik faktdriin HbF {izerine
etkisi daha saglikli bir sekilde degerlendirilebilir. Kritik 6éneme sahip olan
BCLI11A4’nin diger genomik varyasyonlar1 da degerlendirilmelidir.

Antioksidan bir molekiil olan resveratroliin yiliksek dozlarinin hiicreyi strese
sokup apoptozise gotiirebilecegi, apoptozisden kurtulan hiicrelerin gama

globin ekspresyonu yapabilecegi gosterilmistir.

Bir HDAC inhibitdrii olan sodyum butiratin hem K562 hiicrelerinde hem de
BTM’li hastalarin primer eritroid hiicre kiiltiirlerinde HbF indiiksiyonu

yapabildigi gosterilmistir.

Daha etkili HDAC inhibitorleri kullanilarak HbF’i artirabilecek ajanlar

secilebilir.
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9) Indiiksiyon c¢aligmalar1 gergeklestirilecek bireylerdeki alfa globin gen
mutasyonu profili, indiiksiyon sonrasinda ger¢ek¢i olmayan alfa globin/non-
alfa globin orani sonuclarmin elde edilmesine neden olabilir. Bu yiizden
indiiksiyon c¢aligmalarinda genetik olarak daha homojen bireylerin secilmesi

daha net sonuclar ortaya koyacaktir.

10) Ayn1 beta globin mutasyonu tasiyan fakat BCL/1A4 rs11886868 varyasyonu
acisindan farkli genotipe sahip hastalarin HbF indiiksiyonu ¢alismalart bize
bir HDAC inhibitorii olarak sodyum butiratin normal genotipli bireylerde
kullanilmasi, antioksidan bir molekiil olarak resveratroliin ise mutasyonlu
bireylerde kullanilmasi durumunda gama globin reaktivasyonundan sorumlu

hiicre i¢i yolaginin p38 yolagi oldugunu gostermistir.

11) Genetik faktorlere ilave olarak, HbF’in epigenetik olarak regiilasyonunda

gorev aldig1 gosterilen mikro RNA caligmalari artirilmalidir.

12) Beta Talaseminin tedavisinde HbF indiiksiyonu i¢in farmakolojik ajanlarin
etkisini veya CRISPR-Cas9 sistemi gibi genom diizeltme tekniklerini daha
hizli bir sekilde uygulamak ve degerlendirmek adina farkli genotipe sahip
BTM’li hastalarin primer eritroid hiicrelerine ait biyo-bankalama sistemi

iilkemizde de kurulmali ve bu konudaki arastirmacilara destek olunmalidir.
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EK-1

BILGILENDIRILMIiS OLUR FORMU

Bu katildigimiz ¢aligsma bilimsel bir arastirma olup, arastirmanin adi Beta Talasemi

Major Hastalarida HbF Indiiksiyonu i¢in Genetik ve Epigenetik Calismalar’dir.

Bu arastirmanin amaci beta talasemi majorlii hastalarin kan transfiizyonu veya kemik
iligi transferine alternatif tedavi yontemleri gelistirilmesine katkida bulunmaktir. Bu
arastirmada sizden bir defaya mahsus 10 ml periferal kan alma islemi
gerceklestirilecektir. Bu arastirmada yer alacak goniillillerin sayist 30°dur. Bu
arastirma ile ilgili olarak sizden bir sorumluluk beklenmemektedir. Kan transfiizyonu

alip almadiginiz1 veya hangi araliklarla aldiginizi biliyor olmaniz yeterli olacaktir.

Bu aragtirmada sizin i¢in, kan alimi sirasinda igne batmasi acist disinda bir risk s6z
konusu degildir. Arastirmadan elde edecegimiz sonuglarla hastalarin kullanilan
ilaclara neden farkli cevaplar verdigi hakkinda ve hangi tiir ilaglarin kullanilmasi

gerektigi hakkinda bilgi edinilecektir.

Arastirmaya bagl bir zarar s6z konusu oldugunda, bu durumun tedavisi sorumlu
arastiric1 tarafindan yapilacak, ortaya ¢ikan masraflar Prof. Dr. Ibrahim KESER
tarafindan karsilanacaktir. (Saghik Bakanligi’ndan izin alinmasi gerekli olmayan
arastirmalar i¢in zorunlu degildir). Arastirma sirasinda sizi ilgilendirebilecek
herhangi bir gelisme oldugunda, bu durum size veya yasal temsilcinize derhal
bildirilecektir. Arastirma hakkinda ek bilgiler almak icin ya da ¢aligma ile ilgili
herhangi bir sorun, istenmeyen etki ya da diger rahatsizliklariniz i¢in 0 242 249 69
73 numarali telefondan Prof.Dr. Ibrahim KESER e bagvurabilirsiniz. Bu arastirmada
yer almaniz nedeniyle size hi¢bir 6deme yapilmayacaktir ayrica, bu aragtirma
kapsamindaki biitlin muayene, tetkik, testler ve tibbi bakim hizmetleri i¢in sizden
veya bagli bulundugunuz sosyal giivenlik kurulusundan higbir {icret istenmeyecektir.
Bu arastirma Akdeniz Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi

tarafindan desteklenmektedir.

105



Bu arastirmada yer almak tamamen sizin isteginize baglhdir. Arastirmada yer almay1
reddedebilirsiniz ya da herhangi bir agsamada arastirmadan ayrilabilirsiniz; bu durum
herhangi bir cezaya yol agmayacaktir. Arastirici bilginiz dahilinde veya isteginiz
disinda, uygulanan tedavi semasinin gereklerini yerine getirmemeniz, g¢alisma
programini aksatmaniz vb. nedenlerle sizi arastirmadan c¢ikarabilir. Arastirmanin
sonuclar1 bilimsel amagla kullanilacaktir; ¢alismadan c¢ekilmeniz ya da arastirict
tarafindan ¢ikarilmaniz durumunda, sizle ilgili tibbi veriler de gerekirse bilimsel

amacla kullanilabilecektir.

Size ait tiim tibbi ve kimlik bilgileriniz gizli tutulacaktir ve arastirma yayinlansa bile
kimlik bilgileriniz verilmeyecektir, etik kurullar ve resmi makamlar gerektiginde
tibbi bilgilerinize ulasabilir. Siz de istediginizde kendinize ait tibbi bilgilere

ulagabilirsiniz.

Caliymaya Katilma Onayi:

Yukarida yer alan ve arastirmaya baslanmadan once goniilliiye verilmesi gereken
bilgileri okudum ve sozlii olarak dinledim. Aklima gelen tiim sorulari arastirictya
sordum, yazili ve sozlii olarak bana yapilan tiim agiklamalar1 ayrintilartyla anlamis
bulunmaktayim. Calismaya katilmay1 isteyip istemedigime karar vermem i¢in bana
yeterli zaman tanindi. Bu kosullar altinda, bana ait tibbi bilgilerin gdzden
gegcirilmesi, transfer edilmesi ve islenmesi konusunda arastirma yiiriitiiclisine yetki
veriyor ve sO0z konusu arastirmaya iligkin bana yapilan katilim davetini higbir
zorlama ve baski olmaksizin biiyiik bir goniilliiliik icerisinde kabul ediyorum. Bu

formun imzal1 bir kopyasi bana verilecektir.

Goniilliiniin,

Adi-Soyadi: Tarih ve Imza:

Adresi:

Telefon:
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Aciklamalar1 yapan arastirmacinin,

Adi-Soyadi: Tarih ve Imza:

Gorevi:

Adresi:

Telefon:

Olur alma islemine basindan sonuna kadar tamkhk eden Kkurulus

gorevlisinin/goriiyme taniginin,

Adi-Soyadi: Tarih ve Imza:

Gorevi:

Adresi:

Telefon:
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