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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

TALASEMI A (ALFA)’NIN BAZI MOLEKULER VE GENETIK YAPISININ
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Genellikle Akdeniz iilkelerine ait 1irklarda goriilen ve kalitsal bir hastalik olan Talesemi,
hemoglobin yapimindaki bozukluk sonucunda ortaya cikmaktadir. Hemoglobinde,
globin pargasinin iki alt birimi olan alfa ve beta zincirlerinde kalitsal bozukluklar
talesemiye yol agmaktadir. Calismamizda, Irak’in Tikar Vilayetinde Yer Alan Kalitsal
Kan Hastaliklar1 Merkezi’ne basvuran hastalar arasindan 120 tanesine erisilmis ve
deney grubu olusturulmustur. Hastalardan alman numuneler kullanilarak
gerceklestirilen deneysel calisma sonucunda, Taleseminin molekiiler teshisine yonelik
anlamli sonuglara ulagilmistir. Bu calismada, talaseminin genetik molekiiler incelemesi
gerceklestirilmistir. Delesyon allelleri i¢in hizli ve giivenilir bir yontem olarak SYBR-
PCR yontemi tercih edilmis sonuglar klasik PCR yontemi ile karsilagtirilmistir. Agaroz
jel elektrofezinden elde edilen PCR firiinlerinden bant gorliniimii elde edilememistir
ancak SYBR-PCR yonteminde yaklasik 20 kat daha verimli sonug elde edilmistir. Son
olarak 120 adet DNA numunesi, 4 farkli SYBR-PCR/DC analiz teknikleri ile test
edilmistir. Sonuclarin mPCR/jel elekrofez yontemi ile tutarli ve iistelik daha duyarli
oldugu tespit edilmistir.
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ABSTRACT

Master of Science Thesis

STUDY OF SOME MOLECULAR GENETIC PROPERTIES OF THALASSEMIA A
(ALFA)

Ghassan Haikel Abedallah ALMOSA

Cankir1 Karatekin University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Segil AKILLI SIMSEK
Dr. Amran Mezher Lawas AL-LAWAS

Thalassemia, which is an inherited disease that is generally seen in races belonging to
Mediterranean countries, occurs as a result of a defect in hemoglobin production.
Inherited disorders in the alpha and beta chains, two subunits of the globin part, in
hemoglobin cause thalassemia. In our study, 120 of the patients who applied to the
Hereditary Blood Diseases Center in Tikar Province of Iraq were reached and the
experimental group was formed. As a result of the experimental study performed using
samples taken from the patients, significant results were obtained regarding the
molecular diagnosis of thalesemia. In this study, genetic molecular analysis of
thalassemia was carried out. SYBR-PCR method was preferred as a fast and reliable
method for deletion alleles and the results were compared with classical PCR method.
Band appearance could not be obtained from the PCR products obtained from agarose
gel electrophoresis, but approximately 20 times more efficient results were obtained in
the SYBR-PCR method. Finally, 120 DNA samples were tested with 4 different SYBR-
PCR / DC analysis techniques. The results were found to be consistent with the mPCR /
gel electrophoresis method and more sensitive.
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1. GIRIS

Hemoglobin, Hb veya Hgb olarak kisaltilir, hemen hemen tiim omurgalilarin kirmizi
kan hiicrelerinde (eritrositler) demir iceren oksijen tasiyan metaloproteindir ve
bazilarmin dokularidir. Omurgasizlarda, kandaki hemoglobin, oksijeni akcigerlerden
veya solungaglardan viicudun geri kalanina (yani dokulara) tasir. Metabolizma adi
verilen siiregte, organizmanin islevlerine giic saglamak i¢in enerji saglamak i¢in aerobik
solunuma izin vermek i¢in oksijen saliir. Saglikli bir birey, her 100 mL kanda 12 ila 20

gram hemoglobine sahiptir (Patton and Kevin 2015, Zhao et al. 2001).

Hemoglobin diger gazlarin tasinmasinda da rol oynar. CO;'nin hem proteinine bagli
oldugu karbaminohemoglobin olarak viicudun solunum karbondioksitinin bir kismini
(toplamin yaklasik %20-25°1) tasir. Molekiil ayrica bir globin proteini tiyol grubuna
bagli dnemli diizenleyici molekiil nitrik oksidi tasir ve onu oksijenle ayni zamanda

serbest birakir (Patton and Kevin 2015, Weatherall and Clegg 1981). Bkz Sekil 1.1.

Sekil 1.1 Deoksihemoglobinin Yapisi (Branson et al. 2014)



Talasemiler, hemoglobin iiretiminde azalma ile karakterize kalitsal Kan hastaliklaridir.
Belirtiler tiire baglidir ve hig ile siddetli arasinda degisebilir. Genellikle hafif ila siddetli
anemi (diisiik kirmizi kan hiicreleri veya hemoglobin) vardir. Anemi, yorgun ve soluk
cilt hissine neden olabilir. Ayrica kemik problemleri, genislemis dalak, sarimsi cilt ve
koyu renkli idrar olabilir. Cocuklarda yavas biliyiime meydana gelebilir (Unissa et al.
2018, Vergin 2008). 2015 y1l1 itibartyla yaklasik 280 milyon kiside talasemi goriilmekte
olup, yaklasik 439.000'1 agir hastaliga sahiptir (Vos et al. 2018, Abubakar et al. 2005).

En ¢ok Italyan, Yunan, Orta Dogu, Giiney Asya ve Afrika kokenli insanlar arasinda
yaygindir (Kumari et al. 2016). Erkek ve kadinlarda benzer hastalik oranlart vardir
(Chatterjee and Shinde 2002). 1990'da 36.000 6liim ile, 2015 yilinda ise 16.800 Sliimle
sonugland1 (Wang et al. 2006, Abubakar et al. 2005). Orak hiicre 6zelligi olanlara
benzer sekilde kiiclik talasemiye sahip olanlar, sitmaya karsi bir miktar korumaya
sahipler, bu da sitmanin var oldugu bolgelerde neden daha yaygin olduklarini

aciklamaktadir (Traivaree et al. 2018, Thong et al. 2005, Sibley and Ahlquist 1984).

Diinya Saglk Orgiiti (WHO)’niin arastirmasina gore, diinyada hemoglobino pan
tastyicilarinin sikligl %35,1' dir ve 266 milyon tasiyici oldugu bildirilmistir. Verilere gore
her y1l 365.000 hemoglobino penge hastasi hayata gelir (Kutlu et al. 2006, Gu 1987).
Ulkemizde en yaygin hemoglobin varyanti Hb S olup goriilme sikligi %0,5-44,2
arasindadir. Talasemi tastyicilarinin sayisinin yaklagik 1.300.000, hasta sayisinin yilda

4.500 ve 400 yeni hasta ¢cocugu oldugu bildirilmektedir (Yaprak 2008, Po et al. 1987).

Bu hastaliklarin genetik bilgisine yonelik dnce allele spesifik PCR ile mutasyon analizi
yapilmaktadir. Bu yontemle tanimlanamayan olgular ise DNA Dizi Analiziyle

incelenmektedir.

Bu c¢alismada o-talasemi frekansinin yiliksek oldugu IRAK (Dhi Qar Valiligi)
BOLGESINDE Gap-PCR yéntemi ile tanimlanamayan o-talasemi mutasyon tipleri

DNA dizi analizi yontemiyle belirlenmistir.



2. KURAMSAL BiLGILER

2.1 Hemoglobinin Arastirma Gec¢misi

J. F. Engelhart (1825), demirin proteine oraninin ¢esitli tiirlerin hemoglobinlerinde ayni
oldugunu kesfetti (Engelhart, Johann Friedrich 1825). Bilinen atomik demir
kiitlesinden, hemoglobinin molekiiler kiitlesini, bir proteinin molekiiler kiitlesinin ilk
belirlemesi olan nx16000' e (n= hemoglobin basina diisen demir atomu sayisi)
hesapladi. Bu "hizli sonu¢" o zamanlar herhangi bir molekiiliin bu kadar biiyiik
olabilecegine inanamayan bilim adamlarindan pek c¢ok alay konusu oldu. Gilbert
Smithson Adair, Engelhart'in 1925'teki sonuglarini, hemoglobin ¢ozeltilerinin ozmotik

basincini Olgerek teyit etti (Adair 1925, Goossens 1980).

Hemoglobinin oksijen tasiyan 6zelligi 1840 yilinda Hiinefeld tarafindan kesfedilmistir
(Hiinefeld 1840). 1851'de Alman fizyolog Otto Funke, kirmizi kan hiicrelerini saf su,
alkol veya eter gibi bir ¢oziicii ile art arda seyrelterek ve ardindan ¢oziiciiniin elde edilen
protein c¢ozeltisinden yavasca buharlasmasiyla biiyliyen hemoglobin kristallerini
tanimladig1 bir dizi makale yaymladi (Funke 1851, George 2000). Hemoglobinin
tersinir oksijenasyonu birka¢ yil sonra Felix Hoppe-Seyler tarafindan tanimlandi

(Hoppe-Seyler 1866, Mandel and Marmur 1968).

1959°da Max Perutz, hemoglobinin molekiiler yapisini X-1s1mn1 kristalografisi ile
belirledi (Perutz et al. 1960, Myers 1987). Bu calisma John Kendrew ile kiiresel
proteinlerin yapilart lizerine yaptiklar1 c¢aligmalar nedeniyle 1962 Nobel Kimya

Odiilii'nii paylagmasiyla sonuglandi.

Hemoglobinin kandaki rolii, Fransiz fizyolog Claude Bernard tarafindan aciklandi.
Hemoglobin adi, hemoglobinin her bir alt biriminin gémiilii bir heme grubuna sahip
kiiresel bir protein oldugu gergegini yansitan heme ve globin kelimelerinden
tiiretilmistir. Her heme grubu, bir oksijen molekiiliinii (iyon) ile indiiklenmis dipol

kuvvetler yoluyla baglayabilen bir demir atomu igerir. Memelilerde en yaygin



hemoglobin tiirii, bu tiir dort alt birimi i¢erir (Hentze et al. 2010, Patton 2015, Old et al.
2001).

2.2 Hemoglobin Molekiiliiniin Yapisi

Hemoglobinin kuaterner bir yapisi vardir. A ve B zincirleri olarak adlandirilan iki ¢ift
farkli proteinden olusur. Hemoglobinin a ve B zincirlerinde sirasiyla 141 ve 146 amino
asit vardir. Miyoglobinde oldugu gibi, her alt birim kovalent olarak bir heme
molekiiliine baghdir. Boylece hemoglobin, dért O, molekiiliinii baglar. iki dzdes o
zinciri ve iki 6zdes B zinciri, dort yiizlii olarak diizenlenmistir. Bu birimler, hidrofobik
etkilesimler, hidrojen bagi ve ters yiiklii amino asit yan zincirleri arasindaki iyon ¢iftleri

(tuz kopriileri) ile bir arada tutulur (Liebhaber 1986).

Hemoglobinin a ve P alt birimleri isbirligi icinde etkilesime girer ve bir heme O,'ye
baglandiginda, digerlerinin her biri hizla O,'ye baglanir. Saglikli bir yetiskin bireyde,
hemoglobin A (HbA) % 95 - 97, hemoglobin A2 (HbA2) %?2 - 3 ve hemoglobin F (Hb
F) % 1'in altindadir (Perutz et al. 1960, Lau 1997).

Normal gelisim sirasinda mevcut olan hemoglobinler - embriyonik donemde {2y2 (Hb
Portland-1), £2¢2 (Hb Gower-1) ve a2¢2 (Hb Gower-2); fetal evre sirasinda a2y2 (fetal
Hb veya HbF); ve a2B2 (yetiskin Hb veya HbA) yani sira yetiskinlerde kiigiik
miktarlarda 0262 (HbA2). Gelisimin gesitli asamalarinda belirli avantajlar saglayan bazi
farkli Ozelliklere sahiptir. Ornegin, bu hemoglobinler ¢ok benzer genel yapisal
mimarilere sahip olsalar da, O, afinitesinde ve allosterik efektorlerle etkilesimlerinde
farkliliklar vardir (Hoffman et al. 1996, He 2001), stratejik pozisyonlarda amino asit
ikamelerinden kaynaklanan alt birimlerin birbirine uyma bigimi (Perutz et al. 1989). Bu
alt birim etkilesimlerinin ¢esitli hemoglobinler i¢in nasil farklilastigina dair bilgi,

fizyolojik 6zelliklerinin anlagilmasi agisindan énemlidir.

Globin alt birimlerinin ifade sirasi, goreceli gen konumlarina gore belirlenir, yani

kromozom 16'da { — a (2 kopya) ve kromozom 11'de € — y (2 kopya) — 6 — B



Dolayisiyla, {- kombinasyonlari e- veya y- alt birimleri embriyonik hemoglobinler
olusturmak i¢in o-alt birimleri igeren fetal ve yetiskin hemoglobinlerin ortaya
cikmasindan 6nce meydana gelir. Bununla birlikte, bu hemoglobinler arasinda herhangi
bir dinamik olup olmadig1 ve ¢esitli gelisim asamalarinda uzun Omiirliiliigiinii neyin

yonettigi agik degildir.

Ug yaygin embriyonik hemoglobin, Hb Portland-1 ({2y2), Hb Gower-1 ({2¢2) ve Hb
Gower-2 (a2€2) normalde yasamin ilk birka¢ ayinda mevcuttur (Huehns et al. 1965,
Brittain 2004). Bununla birlikte, baska bir embriyonik Hb olan Portland-2 (£2[2),
seyrek olarak ve esas olarak asir1 bir a-talasemi tipinde ("hidrops fetalis") bulunur;
burada {-zincirleri, ikincisinin sentezi ciddi sekilde bozuldugunda a-zincirlerinin yerini

alir (Randhawa 1984).

2.2.1 Hem’in Yapisi

Hem organik, halka seklinde bir molekiildiir. Ozel yapis1 nedeniyle, bir hem bir demir
molekiiliinii tutabilir veya "barindirabilir". Bir hem, 4 karbon ve 1 nitrojenden olusan
kiigiik besgen sekilli molekiiller olan 4 pirrolden yapilir. Dort pirrol birlikte bir
tetrapirol olusturur. Tetrapirol, yan zincirlerde metal iyonu tutmasina izin veren
ikamelere sahipse, buna porfirin denir. Bu nedenle, bir hem, demir tutan bir porfirindir

(Lodish et al. 2008, Inusa 2017, Higgs 2001).

Bir hem i¢indeki demir molekiilii, dort nitrojen molekiiliiniin dengeli ¢ekici kuvvetleri
tarafindan yerinde tutulur. Azot molekiillerinin tiimii, olusturduklart daha biiyiik
halkanin i¢ tarafina isaret eder. Pirolleri birbirine baglayan cift ve tek baglar,
elektronlarin dengede kalmasi ve tiim molekiiliin sabit kalmasi igin esit olarak
diizenlenmistir. Bu onu aromatik bir molekiil yapar (Lodish et al. 2008, Higgs 1990).
Bir hem molekiilii asagida goriilebilir. Bkz Sekil 2.1 ve Sekil 2.2.
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Sekil 2.1 Hem molekiiliiniin yapis1 (Turner 1989)

Tiim porfirinler gibi, hem de dort pirrolden olusan biiyiik bir halkanin temel yapisina
sahiptir. Dogada nadiren ara madde olarak goriilen bu baz molekiile porfin denir. Bir
organizmada hizmet etmesi gereken bir¢ok isleve karsilik gelen bir¢cok farkli hem
bi¢gimi vardir. Spesifik proteinler, baglanmak icin ¢esitli yan zincirleri kullanir ve hem
ozelliklerini degistirirler. Ancak temel yap1 her zaman aynidir (Pough 2009, Carton
2012). Sekil 2.2 tetrapirolii gostermektedir.

Sekil 2.2 Tetrapirolunun yapisal sekli (Tanaka and Tanaka 2007)



Molekiiller iizerindeki sayilar, molekiiliin alabilecegi ve belirli bir kullanim igin
degistirilebilecegi noktalar1 gdsterir. Karbon 3, 8, ve 18'e bagh yan zincirlerdeki
farkliliklar, en yaygmn hem gruplarinin bazilar1 arasindaki farki olusturur. Ornegin,
hemoglobin ve miyoglobin, Hem B'yi tasir. Hem B, oksijen tasir ve uygun zamanda
oksijeni serbest birakmasina yardimci olmak i¢in bagli oldugu proteinler. Hem A ise
sitokrom c'nin bir pargasi olarak elektron tasima zincirinde calisir. Bu, proteinlerin
tasinmasina ve reaksiyonlarin katalize edilmesine dahil oldugu anlamma gelir. iki
molekiil arasindaki tek fark, karbon 3 ve 18'e baglanan yan zincirlerdir. Karbon 8

tizerindeki yan zincir ayn1 kalir (Pough 2008, Gibbons and Higgs 2001).

2.2.2 Globin zincir gen yapisi

Globin genleri iki kiime halinde diizenlenmistir. o benzeri genler, 16 numarali
kromozomun kisa kolunun 20 kb'lik bir uzak segmenti boyunca bulunur. Kiime, ii¢
fonksiyonel gen (al, a2 ve (2), iic psddogen (glinkii genlerin evrimsel kalintilari
nedeniyle ifade edilmeyen evrimsel kalintilar) ve islevi belirlenmemis bir gen
(mutasyonlart etkisizlestirmeyen globin benzeri bir gen) icerir. B benzeri gen kiimesi,
11. kromozomun kisa kolunun 60-kb'lik bir boliimii boyunca yer alir ve bes islevsel gen
(B, 9, Gy, Ay ve ¢) ve bir psddogen icerir. Her kompleksin i¢inde genlerin hepsi ayni 5'-
3’ yonelimindedir ve gelisim sirasinda ifade edildikleri siraya gore diizenlenmistir (Goh

et al. 2005).

2.2.2.1 a-Benzer globin gen kiimesi

a- globin gen kiimesi, her kromozom 16 iizerinde 5'- {2-a2-al-3' sirasina gore
diizenlenmis 1 embriyonik C- ve 2 a-globin geni igerir (Sekil. 2.4). a -globin gen kiimesi
icinde 4 psddogen vardir (Steinberg 2009). Her bireyin 2 kromozomu 16 oldugu i¢in,
genellikle toplam 4 islevsel a-globin geni vardir. Genel olarak, bu 4 ao-globin
genlerinden birlesik o-globin zincirlerinin {iiretimi, kromozom 11'deki 2 pB-globin
genlerinden tiiretilen B-globin zincirlerininkine yaklasik olarak esdegerdir (Cao and Moi

2002, Grosso 2012).



16 Kromozom basina o-globin genlerinin sayisi, yanlis hizalanmig o-globin gen
kiimeleri ve diger rekombinasyon olaylar1 arasindaki esit olmayan gec¢is nedeniyle 0 ila
4 arasinda degisebilir. Bu nedenle, bir kisinin sahip olabilecegi a-globin genlerinin
toplam sayis1 0 ile 7 veya 8 arasinda degisebilir (Chatterjee et al. 2012). Bu gozlemler,

insan genetik ¢esitliliginin bir 6rnegini gostermektedir (Kumari et al. 2016).

a2- ve al-globin genleri 141 amino asit kalintisinin 6zdes a-globin zincirlerini
kodlarken, a2-globin geni, muhtemelen farkli etkisinden dolay1 al-globin genine gore
tiretilen a-globin zincirlerinin iki katini tiretir. Sonug olarak, a2-globin gen mutasyonlari
genellikle al-globin geni iizerindeki ayni mutasyonlardan daha fazla ters etkilerle

iligkilendirilir (Wang et al. 2016).

a-globin gen kiimesinin yaklasik 40 Kb yukar1 akisi, HS-40 olarak bilinen bir bolgedir
ve bir dizi DNaz hiperduyarli bolgeye ve transkripsiyon faktorleri igin baglanma
bolgelerine karsilik gelir (Abubakar ef al. 2005). Biitlinliigli, a-globin genlerinin asagi
yonde ekspresyonunu etkili bir sekilde susturan birka¢ dogal silmede ortadan
kaldirilmasiyla fazlasiyla gosterildigi gibi o-globin gen ekspresyonu i¢in gereklidir
(Kutlu et al. 2006). Bu gibi durumlarda, bu insanlar a-talasemi tasiyicilari olarak ortaya

cikar.

a-globin genlerine ve bunlarin cis diizenleyici sekanslarmma ek olarak, globin gen
kiimelerine baglanmamis genler tarafindan kodlanan 6nemli transkripsiyonel faktorler
vardir. Bu faktorler, a-globin gen promoterine veya HS-40 sekanslarina veya her ikisine
baglanarak, diger DNA baglayici proteinlerle etkilesime girerek veya kromatin yapisini
degistirerek gen ekspresyonunu diizenlemede ¢ok &nemlidir. Iyi bir 6rnek, kromozom
Xq13.3 iizerindeki ATRX genidir. Bu genin mutasyonlari, a-globin gen ekspresyonunda
belirgin asag1 regiilasyona ve ayrica ciddi zihinsel engellilige neden olur (Yaprak 2008).



2.2.2.2 pB-Benzer globin gen kiimesi

-globin gen kiimesi, kromozom 11'in kisa kolu iizerinde yaklasik 17 kb'lik bir bolgeyi
kapsar. Bilesen genlerinin her biri, yan bdlgeleri ve aralarindaki bolgelerin biiyiik
uzantilar1 dizilenmistir. Yapilan calismalar, transkripsiyon faktérii NF-El'in eritroid
olgunlagmas1 sirasinda artan 3-globin gen ekspresyonunu diizenledigini gostermektedir.
B-globin promotdriiniin yukari akis segmentinde NF-E1 baglanma bolgesinin silinmesi,

murin 16semi hiicrelerinde transkripsiyonun indiiksiyonunu bloke eder. Bkz Sekil 2.3.
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—_— 1} =3 ] . Chr 11
CaEs oGP
OfE [ B0 (oL, 8,)
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Sekil 2.3 Kromozom 11p15.5 {izerinde B-globin gen kiimesinin ve kromozom 16p13.3

2.3 Hemoglobin Molekiiliiniin Kalitsal Bozukluklari

Kalitsal hemoglobin bozukluklar1 iki ana gruba ayrilir: yapisal hemoglobin varyantlari
ve hatal1 globin tiretiminin neden oldugu talasemiler. Hepsi resesif bir kalitim bi¢imini
takip ediyor. Tek bir kusurlu globin genine sahip olanlar - tasiyicilar veya heterozigotlar
- semptomsuzdur. Eger iki tastyic1 evlenirse, irettikleri her ¢ocugun her ebeveynden

kusurlu genler alma sansi1 dortte birdir - yani, belirli bozukluk i¢in homozigotturlar



(Steinberg et al. 2001). Yapisal varyantlar cogunlukla o veya B zincirlerindeki tekli
aminoasitlerden dolay1 kaynaklanir. Genellikle bunlar zararsizdir, ancak bazi
durumlarda hemoglobinin stabilitesini veya fonksiyonel 6zelliklerini degistirebilir ve
klinik bir bozukluga yol acabilir. Alfabedeki harflerle veya durumun ilk kesfedildigi yer
adlanyla belirtilirler. Arastirmacilar 700'den fazla yapisal hemoglobin varyanti
tanimlamis olsalar da, yalnizca iicii (Hb S, Hb C ve Hb E) yaygindir. Orak hiicre geni
icin homozigot durum, orak hiicre anemisine neden olurken, orak hiicre ve Hb C genleri
icin bilesik heterozigot durumu, Hb SC hastaligina neden olur. Hb SC hastaligi, daha
hafif olmakla birlikte, dnemli halk saglig1 sonuglarina da sahiptir. Kiiresel olarak en
yaygin varyant olan Hb E, heterozigot ve homozigot hallerinde zararsizdir, ancak
HbA'dan daha az etkili bir sekilde sentezlendigi i¢in, B talasemi ile etkilesime girerek
Hb E B talasemi adi verilen ve giderek yayginlasan son derece yaygin bir durum
olusturur. Asya'nin bir¢ok yerinde onemli saglik sorunudur (Weatherall et al. 2001).

Bkz Sekil 2.4.

Talasemiler, etkisiz olarak sentezlenen globin zincirlerine gore smiflandirilir. Halk
saglig1 agisindan, sadece o ve B talasemileri 6nemli olacak kadar yaygindir. Irak’ta ilk
hemoglobinopati caligmalar1 Muzaffer Aksoy tarafindan yapilmaya baslanmistir (Aksoy
etal. 1971, Casale et al. 2018).
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Sekil 2.4 Hemoglobin varyantlarinin ve talasemilerin diinya tizerindeki yayilimi1 (Vento
et al. 2006)

2.3.1 Anormal hemoglobinler

Anormal hemoglobinler, ilgili globin genindeki niikleotidlerin dizisini veya sayisin
degistiren mutasyonlardan veya daha nadiren mayoz sirasinda iki benzer gen arasinda
yanlis eslesmeden ve capraz gecisten, her iki gen dizisinin bir flizyon proteini
olusturmasindan kaynaklanir. Mutasyon, etkilenen globinin polipeptit sekansindaki bir
veya daha fazla aminoasidin ikamesine, eklenmesine veya silinmesine neden olabilir.
Diinyada bilinen anormal hemoglobin sayis1 1037°dir Irak’ta ve diinyada en yaygin
olarak gozlemlenen anormal hemoglobinler Hb S, Hb D, Hb E ve Hb C’dir. Bugiine
kadar Irak genelinde belirlenen o globin zincirinden kaynakli anormal hemoglobinler

Cizelge 2.1°de verilmistir (Giordano et al. 1990).
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Cizelge 2.1 Irak’ta belirlenen alfa globin zincirinden kaynakli anormal hemoglobinler

(Eatherall et al. 1981, White et al. 1985, Cavdar 1971)

Mutasvonun Ad Mutasvon Tipi

Hb - O —Padova o-30 (B11) Glu-=Lvs (GAG=AAG)
Hb — Hasharon o-47 (CE>) Asp>=His (GAC=CAC)
Hb — Montgomery o- 48 (CEB) Leu-=Arg (CTG=CGGE)
Hb —Irak o~ 39 (E8) Glv=Asp (GGC=GAC)
Hb —J — Anatolia a- 61 (E10) Lvs=Thr (AAG=ACG)
Hb - Ube -2 a- 68 (E17) Asn-=Asp (AAC=GAC)
Hb-Q -Iran o~ 75 (EF4) Asp-=His (GAC-=CAC)
Hb — Moabit o~ 86 (F7) Leu-=Arg (CTG=CGG)
Hb- M-Iwate o~ 87 (F€) His=Tvr (CAC=TAC)
Hb - Capa o~ 94 (G1) Asp-=Gly (GAC-=GGC)
Hb — Georgi o- 93 (G2) Pro-=Len (CCG-=CTGE)
Hb — Strumica o~ 112 (G19) His-=Arg (CAC=CGC)
Hb —J — Meerut o~ 120 (H3) Ala-=Glu (GCG-=GAG)
Hb Setif o~ 94 (G1) Asp=Tvr (GAC=TAC)
Hb Bronova o- 103 His-=Leu (CAC-=TAC)
Hb—J-Paris I o 2(A10) Ala-=Asp p2 (C=4A)

Hb Constant Spring o- 142 (H19) +31 uzamig zincir)

Not: Hb Irak ve Hb Irak c¢evresi Tirkmenlerde ilk kez saptanan anormal

hemoglobinlerdir.

2.3.2 Talasemiler

Talasemi, viicudun kirmizi kan hiicrelerinin énemli bir pargast olan hemoglobin adli
proteinden yeterince iiretemedigi zaman ortaya cikan kalitsal (yani ebeveynlerden
cocuklara genler yoluyla gecen) bir kan hastaligidir. Yeterli hemoglobin olmadiginda,
viicudun kirmizi kan hiicreleri diizgiin ¢alismaz ve daha kisa siire dayanirlar, bu nedenle
kan dolasiminda daha az saglikli kirmizi kan hiicresi dolasmaktadir. Kirmizi kan
hiicreleri, viicudun tiim hiicrelerine oksijen tasir. Oksijen, hiicrelerin islev gormek icin
kullandig1 bir tiir besindir. Yeterli saglikli kirmizi kan hiicresi olmadiginda, viicudun

diger tiim hiicrelerine de yeterince oksijen verilmez ve bu da kisinin yorgun, halsiz veya
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nefes darligi hissetmesine neden olabilir. Bu, anemi denen bir durumdur. Talasemili
kisilerde hafif veya siddetli anemi olabilir. Siddetli anemi organlara zarar verebilir ve

Oliime neden olabilir (Needs et al. 2021)

Tirk toplumunda talasemiye ait ilk molekiiler ¢alismalar 1987 yilinda Akar ve

arkadaglar1 tarafindan yapilmistir (Akar et al. 1987).

2.3.2.1 p — talasemi

Beta talasemiler (B talasemiler) bir grup kalitsal kan hastaligidir. Siddetli anemiden
klinik olarak asemptomatik bireylere kadar degisen sonuglarla sonuglanan
hemoglobinin beta zincirlerinin azalmis veya hi¢ sentezlenmemesinden kaynaklanan
talasemi formlaridir. Kiiresel yillik insidansin 100.000'de bir oldugu tahmin
edilmektedir. Beta talasemiler, hemoglobin alt birimi beta veya HBB'deki arizalar
nedeniyle ortaya ¢ikar. Hastaliin siddeti mutasyonun dogasina baglidir (Galanello et

al. 2010).

Zamanla HBB tikanmasi, beta zinciri sentezinin azalmasina neden olur. Viicudun yeni
beta zincirleri bir araya getirememesi, HbA'nin yetersiz iiretimine yol acar (Goldman et
al. 2015). Kirmiz1 kan hiicrelerini doldurmak i¢in genel olarak mevcut olan HbA'daki
diistisler, mikrositik anemiye yol agar. Mikrositik anemi nihayetinde, yeterli kirmizi kan
hiicresi islevi igin yetersiz HBB proteini ile ilgili olarak gelisir (Perkin et al. 2008). Bu
faktor nedeniyle hasta beta zincirlerindeki tikaniklig: telafi etmek i¢in kan transfiizyonu
gerektirebilir. Tekrarlanan kan transfiizyonlar1 asir1 demir yiiklenmesiyle iliskili ciddi
sorunlara neden olur (Galanello et al. 2010). Irak’ta en siklikla rastlanan B-talasemi
mutasyonu IVS-I-110°dur. Bunu IVS-1-6, FSC-8, IVS-I-1, IVS-II-745, IVS-II-1, Cd39,
-30 ve FSC-5 mutasyonlar takip etmektedir (Ciiriik et al. 2001).
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2.3.2.2 a- talasemi

Alfa talasemi, kalitsal (ailelerden gegen) bir talasemi tiiriidiir. Viicudun saglikli kirmizi
kan hiicreleri ve normal hemoglobini ne kadar iyi iirettigini azaltan bir kan hastaligidir.
Hemoglobin, viicuttaki hiicrelere oksijen tasiyan, kirmizi kan hiicrelerinde bulunan
demir acisindan zengin bir proteindir. Bu proteinin iki bolimii vardir - biri alfa globin

ve digeri beta globin olarak adlandirilir (Harteveld et al. 2018).

Baz1 genler viicudun hemoglobini nasil liretecegini kontrol eder. Bu genler degistiginde
(degistirildiginde) veya eksik oldugunda talasemi olusur. Alfa talasemide etkilenen

hemoglobin proteini, alfa globindir (Higgs et al. 2013).

Bir ebeveynden degisen veya eksik olan ancak diger ebeveynden normal genleri miras
alan hemoglobin genlerini miras alan kisilere tasiyici denir. Alfa talasemi tasiyicilarinin
genellikle higbir belirti veya semptomu yoktur. Ancak hatali genleri ¢ocuklarina
aktarabilirler. Orta ila siddetli alfa talasemi formlarina sahip kisiler, her iki ebeveynden

de hatali hemoglobin genleri miras almislardir (Yamsri et al. 2011, Harewood 2017).

Alfa globin, 16. kromozomun her bir ipliginde ikiser tane olmak iizere dort spesifik gen
tarafindan yapilir. Her insan, viicudun hemoglobininin normal sekilde ¢aligmasi igin
yeterli alfa globini yapmak icin bu dort gene (her ebeveynden iki tane) ihtiya¢ duyar.
Bu genlerden biri veya daha fazlas1 eksikse, farkli alfa talasemi formlar1 ortaya cikar

(Zimmermann et al. 2008, Brancaleoni et al. 2016).

e Bir gen eksikse - kisi alfa talaseminin "sessiz" bir tastyicisidir ve genellikle

hicbir belirti veya semptom gostermez.

e Iki gen eksikse - bir kisinin alfa talasemi 6zelligi (alfa talasemi minor olarak da

adlandirilir) vardir ve hafif anemi olabilir.

e Ug gen eksikse - bir kiside hemoglobin H hastali1 vardir. Bu orta ila siddetli
anemiye neden olabilir.

e Dort genin tiimii eksikse - bir kiside alfa talasemi majér (ayn1 zamanda
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hemoglobin Bart's veya hidrops fetalis olarak da adlandirilir) vardir. Bu, en
siddetli alfa talasemi tiiridiir. Bu bozukluga sahip bir fetiis genellikle rahimde
Oliir veya bebek dogumdan hemen sonra Oliir ¢iinkii cocuk viicutta oksijen
tasimak icin normal hemoglobin yapamaz

(http://www.thd.org.tr/thdData/Books/925/alfa-talasemi.pdf 2021).

2.3.2.2.1 Delesyonel o —talasemiler

2.3.2.2.1.1 o' —talasemiler

o -talasemi, Giineydogu Asya ve Cin'de o-talas-semia'mn en siddetli seklidir.
Tayland'da, lilkenin her bolgesinde yayginlik %2.5 ile %10 arasinda degismektedir
(Fucharoen et al. 1987, Lu1 et al. 1997). Genellikle, kromozom 16'nin kisa kolundaki
iki globin geninin silinmesinden kaynaklanir. Bireysel a’-talasemi heterozigotu, hafif
hipokromik mikrositik anemiyle klinik olarak sessiz olmasina ragmen, bu formun
homozigot hali, su sekilde bilinen 6liimciil bir durum olusturur: Hb Bart'in hidrops
fetalis sendromu; bu sendromlu bebekler neredeyse her zaman ya 23-38. Gebelik
haftalarinda utero'da ya da dogumdan hemen sonra oliirler. Hastalik ayn1 zamanda
siddetli preeklampsi, dogum Oncesi ve sonras1 kanama ve 6liimciil komplikasyonlarla
birlikte artmis maternal komplikasyon riski tagir (Chui er al. 1998). Ek olarak, o’-
talaseminin a”* -talasemi ile etkilesimi Hb H hastaligina yol agar ve Hb H hastaligmimn
HbE ile etkilesimi kompleks of-talasemi intermedia sendromlarina yol acgabilir
(Fucharoen et al. 1998, Boonsa et al. 2004). Bu nedenle, a’-talasemi tagiyicilarinin
belirlenmesi, risk altindaki ailelerde talaseminin genetik danigmanliginda, 6nlenmesinde

ve kontroliinde onemli bir adimdir.

2.3.2.2.1.2 o -talasemiler

Her bir kromozomda en fazla bir a-globin geninin eksik oldugu bu durum, o -talasemi

olarak bilinir (o’-talasemi, her iki gen bir kromozomdan c¢ikarildiginda olusur). o' -
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talaseminin sitmaya karsi iyi bilinen faydali etkisine ragmen, bilim adamlar1 o -
talasemilerin bu korumayla tam olarak nasil sonu¢landigini ve hastaligin tiim formlarina
karst koruyup korumadiklarini ¢ok az biliyorlar. Williams ve meslektaslari, o+ -
talaseminin (bir veya iki o-globin geninin kaybolmasiyla birlikte) sitma (ciddiyet
belirtileri olsun veya olmasin) ve siddetli sitma ile hastaneye yatis oraninda onemli
azalmalarla iliskili oldugunu bulmuslardir. Hem homozigot bireyler (toplamda iki o
geni, her kromozomdan bir tane eksik) hem de heterozigot bireyler (toplamda sadece bir
a geni eksik) normal ¢ocuklardan ¢ok daha diisiik siddetli sitma anemisi oranlarina
sahiptirler. Bununla birlikte, o' -talaseminin semptomsuz parazitemi iizerinde higbir
etkisi olmamistir (bir ¢ocugun kaninda Plasmodium falciparum sitma parazitinin
bulunmasi, ancak ates veya diger semptomlarin olmamasi olarak tanimlanir). Ve hem
heterozigotlarda hem de o+ -talasemi i¢in homozigotlarda komplike olmayan sitmanin
ortaya ¢ikmasi normal ¢ocuklara kiyasla daha diisiik olmasina ragmen, insidanstaki bu

diisiis istatistiksel olarak anlamli degildir (Mockenhaupt et al. 2004).

2.3.2.2.2 Nondelesyonel o —talasemiler

a-talaseminin  70'in  iizerinde delesyon olmayan mutasyonu tanimlanmis ve
belgelenmistir (53). Delesyon olmayan mutasyonlar, a-globin genlerinin normal
ekspresyonu i¢in kritik olan genomik bdlgeleri etkileyen nokta mutasyonlari igerir. o2-
globin genini etkileyen nokta mutasyonlarinin, a-globin genlerinin ekspresyonu
tizerinde daha 6nemli etkileri oldugu gortilmektedir. Normal kosullar altinda, a2-globin
gen ekspresyonu, al-globin gen ekspresyonundan neredeyse ii¢ kat daha yiiksektir
(Fucharoen et al. 2009). Silinmeyen mutasyonlar, genellikle kirmizi hiicrelerde ¢okelen,
¢Oziinmeyen inkliizyon cisimcikleri olusturan ve sonunda kirmizi hiicre zarma zarar

veren veya yok eden kararsiz hemoglobinlere neden olabilir (Kwaifa et al. 2020)

Non-delesyonel a-talasemiye; RNA “splicing”i etkileyen mutasyonlar, Poli A kuyrugu
sinyalini etkileyen mutasyonlar, mRNA translasyonunu etkileyen mutasyonlar,
Frameshift delesyonlar1 ve zincir sonlanma mutasyonlari neden olmaktadir (Steinberg et

al. 2005).
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2.3.2.2.3 - talasemilerin klinik tablosu

a-Talasemi sendromu, hemoglobinin a-zincirlerinin iiretiminin olmamasi veya
azalmasinin neden oldugu bir grup kalitsal anemiyi ifade eder. Diinya niifusunun %35
kadar1 bu yaygin gen mutasyonlariin tasiyicilaridir.  Genotipik cesitlilikten
kaynaklanan o-talasemide belirgin fenotipik heterojenite vardir. Spektrumun bir
ucunda, dort o genden birinin iglevsiz olmasindan kaynaklanan tamamen asemptomatik
bir fenotip bulunur. Diger ugta, dort a geninin yoklugundan kaynaklanan, hemoglobin
Bart'in hidrops fetalisi ad1 verilen 6liimciil bir rahim i¢i hastaliktir (Weatherall 2008,
Weatherall et al. 2008).

a-Talasemilerin fenotipi, dogrudan etkilenen a-globin genlerinin sayisi ile ilgilidir.
Bagli a gen giftlerinden birinin silindigi o' -talasemilere ayrilirlar (—a/ao); ve her
ikisinin de silindigi a’-talasemiler (-/oc). o' -talasemi igin heterozigot durum klinik
olarak sessizken, a’-talasemi igin heterozigot durum, hematolojik olarak B-talasemi
ozelligine benzer bir durum olan o-talasemi Ozelligini iiretir. o -talasemi igin
homozigot durum, benzer bir fenotip ile sonuglanir. Hem o' -talasemi hem de a0-
talaseminin (—o/-) kalitimi, hemoglobin H hastaligina neden olur. Bir a-globin geninin
cesitli yapisal anormalliklerinin neden oldugu silinmeyen o-talasemi (—aND/owr)
formlar1 da vardir. Bunlar a0-talasemi (—aND/-) ile birlikte miras alindiginda, daha
siddetli bir hemoglobin H hastalig1 formu ortaya ¢ikar. Hemoglobin H, kararsiz olan ve
son derece yiiksek bir oksijen afinitesine sahip olan ve bu nedenle etkili bir sekilde
oksijen veremeyen bir B zincirleri (B4) tetrameridir. Ayni zamanda nispeten kararsizdir
ve etkisiz eritropoez ve hemolitik anemiye neden olur. Adini, kesfedildigi Londra
hastanesinden alan Hemoglobin Bart's, hemoglobin H'nin fetal karsiligidir ve fetal
hemoglobin (Vos et al. 2015) y zincirlerinin bir tetramerinden olusur. Hemoglobin
H'den daha az kararsiz olmasina ragmen, c¢ok yiiksek bir oksijen afinitesine sahiptir

(Weatherall 2008, Weatherall et al. 2008, Ciiriik 2001).
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2.3.2.2.3.1 Sessiz tasiyici

Alfa talaseminin sessiz tasiyict formu, bir alfa zinciri gen lokuslarinin silinmesinden
kaynaklanir. Sessiz tasiyicilar olan bireyler klinik hastalik gdstermezler ve rutin
laboratuvar testleri sirasinda normal sonuglar gdsterirler. Bu alfa talasemi formu
genellikle genetik ailesel testlerle kesfedilir. Sessiz tasiyict alfa talasemi ebeveynleri,
talasemi genleri tasiyan bir partneri olan cocuklari varsa, alfa talasemi genini ve
muhtemelen daha ciddi bir alfa talasemi bi¢imini aktarabilirler (Keikhaei ef al. 2018,

Svasti et al. 2007).

2.3.2.2.3.2 Hemoglobin ozelligi

Orak hiicre 6zelligi bir hastalik degildir. Bir 6zellige sahip olmak, bir kisinin orak hiicre
genini yalnizca bir ebeveynden miras aldigr anlamina gelir. Orak hiicre o6zelligi,
Amerika Birlesik Devletleri'ndeki 12 Afrikali-Amerikalidan 1'ini etkiler. Orak hiicre
ozelligi olan kisiler genellikle herhangi bir belirti gostermez ve normal bir hayat
yasarlar. Amerika Birlesik Devletleri'nde yasayan yaklasik 3 milyon insan orak hiicre
Ozelligine sahiptir ve bircogu durumlarmin farkinda degildir. Orak hiicre (sickle cells)
ozelligi olan ¢ogu insan, baz1 normal A hemoglobine sahip olduklar1 i¢in herhangi bir
saglik etkisine sahip degildir. Bununla birlikte, orak hiicre 6zelligi olan bazi kisiler,
orak hiicre anemisi krizine benzer saglik kosullarina sahip olabilir. Bu boliimler, orak
hiicre 6zelligine sahip bir kisi, viicudun normalden daha fazla ¢alismasina neden olan
yorucu faaliyetler veya sporlarla ugrastiginda meydana gelebilir. Bir bdliimiin
semptomlar1 nefes darlig, ellerde ve ayaklarda sogukluk, soluk cilt, gogiis agrisi ve bas
agrilarim igerebilir. Orak hiicre 6zelliginiz varsa, orak hiicre 6zelligi veya orak hiicre

hastalig1 olan bir cocuga sahip olma riski olabilmektedir (Lacy et al. 2017).

2.3.2.2.3.3 Hemoglobin H

Hemoglobin H, yalnizca bir normal alfa geni kalitsal oldugunda olusur. Bu, énemli

Olclide bozulmus alfa globin iiretimine neden olur. Yenidogan doneminde, bu asiri
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gama neden olur ve yetigkinlerde bu, fazla miktarda beta-globin zinciri birakir. Serbest
alfa zincirleri ¢oziinmez. Hem gama hem de beta zincirleri ¢Ozlniirdiir ve
homotetramerler yapar. Hemoglobin H, dort beta zincirinden olusur ve HbBarts, dort
gama zincirinden olusur. Bununla birlikte, kararsizdirlar ve hiicre i¢inde bir miktar
cokeltiler, cesitli klinik belirtilere yol acar. Yetiskinlerdeki HbH, etkilenen bireylerde
dolagimdaki hemoglobinin %40'in1 olusturabilir. Bu hemoglobin, oksidan hasarina daha
duyarhdir ve oksijen tasima kapasitesi zayiftir. Afinitesi HbA'dan on kat daha fazladir.
Anormal bir oksihemoglobin ayrigsma egrisine sahiptir. Bu, oksijene baglanabilecegi

ancak normal olarak dokulara vermedigi anlamina gelir (Sadelov ef al. 2008).

Hb H hastaligi Giineydogu Asya, Orta Dogu ve Akdeniz iilkelerinde goriilmektedir.
Ozellikle Giineydogu Asya ve Cin’in giineydogusunda yiiksek frekansta (--SEA)
mutasyonu ve daha az siklikta (--FIL) mutasyonu goriildiigiinden bu bdlgelerde Hb H’in
frekansi ytliksektir (Bernini et al. 1998), Sekil 2.5'da gosterildigi gibi.

- —

Sekil 2.5 Hemoglobin H hastalig1 (Vichinsky 2013)
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2.3.2.2.3.4 Hemoglobin bart’s

Hb Barts olarak kisaltilan Hemoglobin Barts, dort gama globinden olusan anormal bir
hemoglobin tiiriidiir. Orta derecede ¢oziinmezdir ve bu nedenle kirmizi kan hiicrelerinde
birikir. Hb Barts, oksijen ic¢in son derece yiiksek bir afiniteye sahiptir, bu nedenle
dokuya oksijen salamaz. Bu nedenle, bu onu verimsiz bir oksijen tasiyici yapar. Bir
embriyo gelistikce, gelisimin 5-6 haftalarinda alfa globin liretmeye baglar. Alfa
globinleri kodlayan HBA1 ve HBA2 genlerinin her ikisi de islevsiz hale geldiginde,
etkilenen fetiisler islevsel bir hemoglobini sentezlemekte zorluk cekecektir. Sonug
olarak, gama zincirleri birikecek ve dort gama globini olusturacaktir. Bu gama
globinleri, hemoglobin Barts olusturmak ic¢in baglanir (Al-Allawi er al. 2010). Alfa
talasemi hastaliginda {iretilir ve en siddetli vakalarda dolasimdaki tek hemoglobin
seklidir. Bu durumda, fetiis hidrops fetalis gelistirecek ve intrauterin kan transfiizyonu

yapilmadik¢a normalde dogumdan 6nce veya kisa bir siire sonra 6lecektir.

Alfa talasemide hemoglobin Barts yiikseldigi i¢in ol¢iilebilir ve baz1 popiilasyonlarda
bu hastalik i¢in yararl bir tarama testi saglar (Van der Dijs ef al. 1999).

Hemoglobin Barts't 6lgme yetenegi, onu yenidogan tarama testlerinde faydali kilar.
Yeni dogan bir ekranda hemoglobin Barts tespit edilirse, hasta genellikle daha ileri
degerlendirme i¢in yonlendirilir ¢linkii hemoglobin Barts tespiti, bebegi sessiz bir alfa
talasemi tasiyicisy, iki alfa globin geni delesyonu (alfa talasemi) yaparak ya bir alfa

globin gen silinmesini gosterebilir (Songdej et al. 2017), Cizelge 2.2'ye bakin.
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Cizelge 2.2 Hemoglobin Karsilagtirmali Alfa Talasemi (Denic et al. 2011)

Normal 97 — 98% 0 0
Silent Carrier 96 — 98% ( A(\)t_bizri:\) 0
a Thalassemia 85—95% ( :t—B:rz:\) <2%
Hb H Disease Dec ( A: ::)(i):fh) 5—40%
Hydrops Fetalis 0 19 Lgomt‘?;'::jfo* 0-20%

2.3.2.2.4 Talasemi sikhig1 ve frekansi

Alfa ve beta globin kusurlarinin sikligi, oncelikle kaynak yetersizligi ve daha biiyilik
klinik oncelikler nedeniyle diinya ¢apindaki tiim iilkelerde analiz edilmemistir. Bununla
birlikte, bazi iilkelerde bu caligmalar1 birkag is¢i tiistlenmistir. WHO'un diinya
capindaki rakamlari, globin gen kusurlari i¢in 270 milyon tastyic1 oldugunu ve yilda
300.000 ila 400.000 cocugun siddetli bir hemoglobin bozukluguyla dogdugunu
gostermektedir (Weatherall er al. 2001). Sosyoekonomik kosullar diinya g¢apinda
tyilestikce, daha fazla sayida ¢ocuk yetigskinlige kadar hayatta kalacak ve
hemoglobinopatilerin tedavisinin ekonomik yiikii ¢ok yonlii artacaktir (Khodaei et al.

2013, Altay 2002).

Bireysel gruplar tarafindan yapilan mikro haritalama, talasemi veya HbE gibi varyant
hemoglobinlerin sikliginin, genellikle sadece birka¢ mil uzakta bir bdlgede 6nemli
Olciide degisebilecegini gostermistir (Ahmed ef al. 2002, Aratjo et al. 2003). Bu, birgok
giineydogu Asya toplumunda oldugu gibi sosyal faktorlerden kaynaklaniyor olabilir. Bu
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faktorlerevlilikler kabile/aile grubu sinirlart icinde meydana gelir ve bu, belirli
gruplarda daha yiiksek bir gen siklig1 ile sonuglanmistir; Pakistan'da genel popiilasyon
icin talasemi ozelligi sikli§1 %5,4'tlir, ancak indeks vakalara dayali aile testine gore
insidans %31 idi ve tastyicinin risk altinda bir evlilikte olma riski %25 idi. Umman'da
yerli Arap niifusu i¢in tastyict orant %]1-2'dir (Daar et al. 1999), ancak Belugistan

(Pakistan) eyaletinden go¢ eden Belushi kabilesinde goriilme oran1 %10'dur.

2.4 B-Talasemi

B-Talasemi diinyadaki en yaygin kalitsal hemoglobinopatidir ve Akdeniz, Orta Dogu ve
Asya popiilasyonlarinda artis gostermektedir. B-Talasemi, iki mutant B-globin allelinin
es kalittminin neden oldugu yaygin bir genetik hastaliktir (Galanello and Origa 2010).
B-talasemiler otozomal resesif bir hastalikta kalitilir. D6llenmeden sonra, her hastanin
%25 etkilenme sansi, %50 asemptomatik tasiyict olma sansi ve %25 etkilenmeme ve
tagityict olmama sansi vardir. Heterozigotlar (tasiyicilar) orta derecede fenotip ve
anemiye sahip olabilirler ancak klinik olarak semptomlar1 yoktur. Artan siddetin ii¢
klinik ve hematolojik formu kabul edilmektedir:-talasemi tasiyici, f-talasemi intermedia
ve -talasemi major (B-TM). B-talasemi heterozigotlugundan kaynaklanan B-talasemi
tasiyict formu klinik olarak asemptomatiktir ve spesifik hematolojik bulgularla
tanimlanir. B-TM, transflizyona bagli hafif bir anemidir. Talasemi intermedia,
asemptomatik tasityicidan B-TM'ye siddeti degisen klinik ve genotipik heterojen bir
hastalik grubu olarak bilinir. Globin (HBB) geni, d-globin geni, embriyonik € geni, fetal
A-gamma ve G-gama genleri ve bir psddogeni i¢eren bir bdlgede, 11. kromozomun kisa
kolundaki glo globin (HBB) geni haritalarinda yer alir. B Talasemi sendromlari
grubundaki talasemi molekiiler olarak heterojendir. Ozellikle genetik testler teshis,
tedavi ve dnleme i¢in dnemli bilgiler saglayabilir. Tlim talasemi tiirlerinde genetik testin
baz1 smirlamalart vardir; en 6nemli konu, genetik testin yapilacagi dogru hastayi

bulmaktir (De Sanctis et al. 2017).

B-TM'in klinik yonetimi, rutin uzun émiirlii kirmizi kan hiicresi transfiizyonlarini ve

transfiizyonlarla fazla miktarda verilen demiri uzaklastirmak i¢in demir selasyon
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tedavisini igerir. B-Talasemi tedavi modaliteleri arasinda kiiratif allojenik kemik iligi
veya kok hiicre transplantasyonu ve deferoksamin kullanimi gibi semptomatik demir
selasyon tedavisi yer alir. Arastirilan tedaviler, hemoglobin F'nin (HbF) farmakolojik
bilesiklerle indiiksiyonu ve kok hiicre gen tedavisidir (Cao and Galanello 2010). Yeni
tedaviler, diizenli araliklarla kiimelenmis kisa palindromik tekrarlar / CRISPR ile iliskili

protein (CRISPR-Cas9) sistem terapisi ve kok hiicre gen terapilerine dayanmaktadir.

B benzeri globin genlerinin her biri, Hb gecisi (embriyonik — fetal — yetiskin) olarak
adlandirilan bir siire¢ yoluyla farkli gelisim asamalarinda ifade edilir. Dogumdan 6 ay
sonra, toplam Hb'nin < %5'ini olusturan -HbF (02y2), yetiskin Hb'nin majér Hb oldugu
ve mutasyonlarin etkilendigi 2 yasinda < %]1'lik yetiskin diizeyine diismeye devam eder.
HBB lokusu, doku ve gelisimsel asamaya 6zgii diizenleme i¢in bir paradigmadir;
bireysel globin genlerinin ekspresyonu, globin promoterleri ile P lokus kontrol bolgesi
(P-LCR) arasindaki zamanli ve dogrudan fiziksel etkilesime dayanir, etkilesim eritroide
0zgl ve her yerde bulunan transkripsiyon faktorlerinin baglanmasi yoluyla aracilik
edilir. Gelisimsel ekspresyon icin ¢ift mekanizma Onerilmistir: (Maton et al. 1993)
LCR'ye en yakin gen i¢in bir avantaj sunan, yukar1 yonde B-LCR i¢in gen rekabeti ve
onceki genin transkripsiyonel baskilanmasi. B -LCR ve transkripsiyonel baskilamada
yer alma yetenegi, promoter-LCR etkilesimini destekleyen farkli transkripsiyon
faktorlerinin bollugundaki degisime ve listeye baglidir E- ve y-globin genleri, uygun
gelisim asamasinda otonom olarak susturulurken, yetiskin [B-globin geninin
ekspresyonu, LCR dizileri i¢in yukari akis y-geninden rekabetin olmamasina baglidir.
Biitiinlestirici molekiiler caligmalara (mutasyonel ve epigenetik analizler gibi) gore,
arastirmacilar, glo-globin lokusundaki bir dizi cis-diizenleyici genomik bdlgeyi Hb
anahtarlamasinda potansiyel bir role sahip olarak tanimladilar. B-globin gen
kiimesindeki - ve y-globin genlerini kapsayan dogal olarak meydana gelen delesyonlar
ve global genlerin promoterlerindeki nokta mutasyonlari, artan HbF ekspresyonu ve
fetal Hb'nin kalitsal kaliciligit (HPFH) adi1 verilen i1yi huylu bir durumla sonuglanir.
HPFH nokta mutasyonlari, y-globin susturucular i¢in baglanma bdlgelerini bozabilir
veya y-globin aktivatorleri i¢in yeni baglanma bolgeleri olusturabilir (Borgna-Pignatti et

al. 2004).

23



B-Talasemi, mikrositik hipokromik anemi, ¢ekirdekli kirmizi kan hiicreleri ile anormal
periferik kan yaymasi ve Hb analizinde HbA miktarlarinin azalmasiyla sonuglanan Hb 3
zincirinin azalmis senteziyle karakterizedir. T-BM'li hastalarda siddetli anemi ve
genislemis karaciger ve dalak vardir; medikal tedaviye ¢ogunlukla yagamin ilk 2 yilinda
gelirle (Allen 2017). B-Talasemi, temelde normal olan B-globin zincirlerinde niceliksel
bir azalmaya yol agan bir mutasyon spektrumundan kaynaklanir. B-Globin, 11.
kromozomdaki diger B benzeri genlerle birlikte bir kiimede bulunan yapisal bir gen
tarafindan kodlanir. Kiime bes gen igerir, 8 (HBD), f (HBB), ¢ (HBE), Gy (HBG2), ve
embriyonik Hb Gower-1, Hb Gower-2, Hb Portland, fetal Hb ve yetiskin Hb gibi farkli
Hb tetramerlerini sentezlemek i¢in gelisim ifadelerinin sirasina gore kromozom
boyunca organize edilen Ay (HBG1). Globin genlerinin ekspresyonu, yerel promoter
sekanslariin yani sira 6 ve 20 kb 5'HBE genine dagitilmis bes hiperduyarli bolgeden
olusan yukar1 akig B-globin LCR'ye baghdir. Tiim bu diizenleyici bolgeler, 6nemli
Olciide GATA-1, GATA-2, NF-E2, KLF-1 ve SCL gibi bir dizi 6nemli eritroid spesifik
transkripsiyon faktorlinlin yani sira gesitli kofaktorler ve doku dagilimlarinda daha

yaygin olan faktorleri baglar (Anurathapan et al. 2016, Aydinok et al. 2015).

Molekiiler genetik raporlar, HbF reaktivasyonu icin yeni terapotik molekiiller
saglayarak HbF regiilasyonunda yer alan onemli varyantlar1 ve yollar1 tanimlamada
etkili olmustur. BCL11A, nicel bir baskilayict olarak iyi bilinir ve terapdtik faydalar
icin genomik ve gen diizenleme stratejileri kullanilarak ekspresyonunun manipiile
edilmesinde ilerleme kaydedilmistir. Etkisiz ve anormal eritropoez mekanizmalarindaki
caligmalar ve anlayis, ikisi su anda klinik deneylerde test edilmekte olan bagka terapotik
molekiiller de saglamistir (Anderson et al. 2002). BCL11A, yetigkin eritroblastlarda y-
globin genlerinin ekspresyonunu bastirmak i¢in SOX6, GATA1l, FOG1 ve NuRD
kompleksi ile isbirligi yapar. BCLI11A'min ekspresyonu,-globin gen ekspresyonunu
dogrudan aktive ederek fetalden yetiskin Hb'ye gecisi destekleyen KLF1 tarafindan
diizenlenir. KLF1, farkli mekanizmalarla y- - B-globin Hb gecis siirecinde yer alan
anahtar bir molekiildiir. Ek olarak KLF1, B-talaseminin siddetinden kurtulmay1
hedefleyen baskilayicilart kodlayan genlerin dogrudan aktivatoriidiir. Transkripsiyon
faktorii lenfoma ile iligkili faktor, NuRD kompleksi araciligiyla y-globin ifadesini

susturur. GATA-1, eritropoezi diizenleyen ana gendir ve eritropoietin reseptorii (EPoR),
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glikoforin (GpA) ve globin zincirleri gibi spesifik eritroid genleri pozitif olarak
diizenler ve megakaryosit ve eritrosit farklilagsmasi i¢in gereklidir. FOG1'in GATA-1 ile
etkilesimi eritroid homeostazinin siirdiiriilmesine ve HBB transkripsiyonunun kontrol
edilmesine yardimci olurken, KLF1 B-globin ekspresyonunu ve fetal ve yetiskin globin
ekspresyonu arasinda gecisi kontrol eder (Ko et al. 2008). KLF1, MYB, asama segici
protein ve TR2 / TR4 ve COUP-TFII niikleer reseptorleri dahil olmak iizere bir¢ok
niikleer faktoriin Hb degistirme mekanizmasini sagladigima inanilmaktadir. Cinko
parmak transkripsiyon faktorii BCLI11A, insan hiicrelerinde o-globin ifadesinin
susturulmasinda onemli bir role sahiptir. BCL11A' nin bu islevi eritroid ana regiilator
GATAI1, SOX6, FOG-1 ve NuRD kompleksi ile etkilesime girerek uyguladigi
diisiiniilmektedir (Sekil 2.6). BCL11A, B hiicrelerinin diizgiin gelisimi i¢in gereklidir ve
murin BCL11A'dan yoksun hematopoietik kok hiicreler (HSC'ler), hiicre dongiisii,
asilama ve ¢ok ¢izgili farklilagsmada kusurlar gosterir (Hasegawa et al. 2012, Satta et al.

2012). Sekil 2.6'de gosterildigi gibi.

NuRD + +

5' LCRHSS 3 H55

Sekil 2.6 Fetustan yetiskinlere globin gecisinde 6nemli faktorler (Brown et al. 2001)
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KLF1'deki kalitsal mutasyonlarin tezahiirii, HPFHmin bu faktoriin gen terapisi i¢in
pratik bir hedef oldugunu ve bir haplo yetmezlik durumu tasarlamak i¢cin RNA girisim
teknolojisi ile elde edilebilecegini 6ne slirmesine neden olur. HbF diizeyini artirmay1
amaglayan terapotik gabalar icin KLF1 ve BCL11A gibi timit verici anahtar molekiiller
belirlenmistir; bununla birlikte, transkripsiyon faktorlerinin manipiilasyonunun
terapotik secimlere doniistliriilebilmesi i¢in daha fazla preklinik veri gereklidir. Bazi
calisma gruplarma gore, BCL11A'nin-globin ekspresyonunu bastirdifi mekanizmalari
tanimlayarak bu alandaki Onemli ilerlemeler, gelecekte genom temelli tedavinin

gelisimi i¢in umut vaat etmektedir (Nardo-Marino et al. 2020).

Hb, hem o- hem de B- benzeri polipeptit alt birimlerinden olusan bir tetramerdir.
Ontogeneze gore, bu alt birimlerin yapis1 degiskenlik gosterir ve Hb molekiillerinin
cesitli fizyolojik varliklarla birlesmesine yol acar. Insanlarda ve Eski Diinya
maymunlarinda, Hb molekiiliiniin  benzeri alt birimlerinin sentezi i¢in iki gelisimsel
degisim gergeklesir (Marzollo et al. 2017). Ilk gecis, tiim memelilerde mevcuttur ve
tamamen gecici olarak tiretilen embriyonik ilkel eritrosit dalgasinda ifade edilen Hb alt
birimlerinden, fetal karacigerden kaynaklanan eritrositlerin en erken tanim dalgasinda
tiretilen Hb alt birimlerine gegisi icerir. Hb anahtar1, B-globin lokusundaki ilkelden
kesinlige gecis olarak bilinir. Insanlarda a-globin lokusunda, normalde ilkel
eritrositlerle siirli olan embriyonik bir Hb'den yetiskin a-globin alt birimlerine benzer
bir gecisin meydana geldigine dikkat etmek 6nemlidir (McGrath and Palis 2008, Daar
1998).

2.4.1 B-talaseminin molekiiler tanisi

Molekiiler tan1 yontemleri cogunlukla genetik danigmanlik vermede ve dogum Oncesi
tan1 uygulamasinda faydalidir. PZR tabanli testler, o-talasemi delesyonlarmin
tastyicilarini bulmak icin yeterlidir ve uygulanabilir multipleks PZR ve multipleks
ligasyona bagimli prob amplifikasyonu (MLPA) testleri, delesyonlarin neden oldugu a-

ve [-talasemiyi teshis etmek i¢in uygundur. Mutasyonlarin neden oldugu c¢esitli
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hastaliklarin saptanmasi nedeniyle B-talaseminin teshisi daha zordur. Farkli etnik
popiilasyonlara sahip olmasi nedeniyle Amerika Birlesik Devletleri'nde B-talasemi ile
iliskili tim mutasyonlar tespit etmek i¢in dogrudan DNA siralamasi en pratik yontem
olabilir. Diinyanin bazi yerlerinde popiilasyonlarda B-talasemi mutasyonlarinda daha az
heterojenite vardir ve diinyanin bu bolgelerinde B-talasemi tasiyicilarini taramak igin
daha hedefli bir strateji kullanilabilir. Son zamanlarda, ters nokta-leke hibridizasyonu,
sinirlama parcast uzunlugu polimorfizmi ve denatiire edici gradyan jel elektroforezi, en
yaygin mutasyon tarama yontemleri olarak kullanilmistir. Bu testler, diisiik verimle
yogun emek gerektirir, pahali yiiksek teknolojili ekipman gerektirir ve yorumlanmast

zor sonugclar verebilir (Weatherall 2010, Higgs 2009).

B -globin genindeki en yaygin mutasyon Tiirkiye, italya, Misir ve Yunanistan dahil
olmak iizere Akdeniz iilkelerinde IVS-I-110'dur. Aldemir ve digerleri. Calisma,
Tiirkiye'nin Hatay ilindeki B-talasemi mutasyonlariin spektrumunu gostermistir ve [-
talasemi hastalig1 icin etkili bir dnleme programinin bir pargast olacak dogum Oncesi
genetik testler icin bir temel olusturmustur. iliskili olmayan 93 hastadaki p-talasemi
mutasyonlarinin spektrumu Aldemir ve ark. Dogrudan siralama yontemi kullanilarak
bunlar tarafindan biiylik miktarda B-talasemi mutasyonu tanimlanmistir (Canatan D. et
al. 2006). Sonuglar Tirkiye'nin diger bolgelerinden farkli. En yaygin mutasyonlar
sunlardir: IVS-I-110 (G> A), IVS-1-6 (T> C), IVS-I-1 (G> A), frameshift codon (FSC)
8 (—AA), kodon 39 (C> T) ve IVS-1I-745 (C> G). Pek ¢ok Suriyeli ve Irakli gogmenin,
diger c¢aligmalardan farkli olan talasemi Ozelliklerinin yaygmligmi bildirdiler. B-

Talasemi, 300'den fazla farkli B-globin zincirinden kaynaklanir (Kiling ef al. 2002).

Genis bir mutasyon yelpazesi, birincil mRNA transkriptinin islenmesini engeller.
Miidahale sekansinda (IVS) degismez diniikleotit GT veya AG sekanslarini
etkileyenler, B’-talasemiye neden olarak normal eklemeyi tamamen Gnler. Hem eksonlar
hem de intronlar ayrica, bir ek yeri i¢in konsensiis dizisine ¢ok benzeyen ancak normal
olarak kullanilmayan "sifreli" birlestirme bolgeleri igerir. Bu bolgelerde, normal
birlesme yerine benzeyen bir dizi ilireten mutasyonlar meydana gelebilir; ancak
normalde kullanilmaz. RNA isleme sirasinda, olusturulan site farkli sekilde kullanilir ve

bu da olagandis1 eklemelere yol agar; yetersiz bir sekilde eklenmis mRNA islevsel

27



degildir ¢iinkii bir ¢erceve kaymasi ve bir erken sonlandirma kodonu, eklenmis intronik
diziler tarafindan yaratilir. HBB geninin ekson 1'indeki kodon 26'daki bu tiir
mutasyonlar, HbE varyanti ile sonuglanir. Bilesik HbE / B-talasemi heterozigotlarinin
klinik goriiniimii, siddetli anemi ve transfiizyon bagimlilig ile transfiizyona bagiml
olmayan durumlar (yani talasemi intermedia veya transfiizyona bagimli olmayan
talasemi (NTDT) arasinda uzanan, iki pB-talasemi alleli olanlara benziyor. -HbE / -
talasemi aleli ve diger genetik faktorler. Diger RNA isleme mutantlari, poliadenilasyon
sinyalini ve 3'UTR'yi etkiler. Bunlar hafif f-talasemi allelleridir (Borgna-Pignatti et al.
2004, Agarwal 2013).

2.5 Klinik Ciddiyet, Klasik Tedavi ve Yeni Tedaviler Uzerine Genetik Faktorler,

p-Talasemi I¢cin Gen Terapisi

B-talasemi sendromlarinin klinik siddeti, a-globin zinciri / a-globin olmayan zincir
dengesizliginin boyutuna baghdir. Kemik iligindeki ve dalaktaki eritroid onciileri a-
globin zinciri tarafindan hasar goriir ve etkisiz eritropoeze neden olur. Ancak hastalarin
teshisi i¢in kemik iligi incelemesine genellikle gerek yoktur. Kemik iligi, miyeloid /
eritroid oran1 normalden (3 veya 4) 0,1 veya daha altina ters gevrilmis, belirgin eritroid
hiperplazisinin bir sonucu olarak ¢ok hiicreseldir. B-TM'nin klinik gériiniimii 6 ile 24 ay
arasinda ortaya ¢ikar. Hepatosplenomegali nedeniyle karin sisligi ile birlikte yilin ikinci
yarisinda olagan goriiniim ilerleyici solukluktur. 10-11 yasindan sonra hastalar,
selasyon tedavisine itaatlerine bagli olarak asir1 demir yiiklemesine bagli ciddi

komplikasyonlar gelistirme riski altindadir (Andreani et al. 2011, Boitano et al. 2010).

B-talasemi hastaliklarinin  klinik  ekspresyonundaki heterojenite, [-globin gen
mutasyonlarmin dogasindan, o-talasemi gen etkilesiminden veya HbF {iretimindeki
farkliliklardan kaynaklanabilir. Bu c¢alisma, bu genetik belirleyici faktorlerin B-
talasemili hastalarin fenotipik siddetini tahmin edip edemeyecegini belirlemek ve
fenotip ile genotip arasindaki iligskiyi degerlendirmek amaciyla yapilmistir. Mevcut
literatiire gore,-talasemi genotipinin en az bir alleline sahip bir hastada-talasemi

mutasyonu ve o-talasemi tiplerinin es kaliimi, bozuklugun klinik ciddiyetinin
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tahminidir. Tersine, B,/p + -talasemi veya oro-talasemi/HbE'li baz1 hastalarda hafif bir
klinik bulgu, bu bireylerin bir a-talasemi haplotipine sahip olmamasidir (Brendel et al.

2015, Divan and Royds 2013).

B-talasemi fenotipinin farkli faktorler tarafindan degistirildigi bulunmustur. a-globin
gen delesyonunun es kalitimli-Talasemi, orta derecede klinik Ozelliklere sahip
olabilirken, her iki a-globin geninin delesyonu karakteristik olarak talasemi intermedia
ile iligkilidir. HbF,-talasemili bireylerde hastalik siddetinin baslica degistiricisidir.
Homozigot B-talaseminin ciddiyeti, a- ve glo-globin zincirleri arasindaki orantisizlikla
iligkili oldugundan, F hiicrelerindeki diisiik glo-globin seviyeleri bile o-globinin
goreceli fazlaligini azaltir ve HbF iireten hiicrelerin secici bir hayatta kalmasini saglar. -

talaseminin en yaygin formlarinda etkisiz eritropoez zamaninda (Bauer et al. 2012).

Orantisizlik derecesini azaltabilecek her tiirli faktor klinik 6zelligi gelistirebilir. Bu
nedenle, bu secici hayatta kalma, homozigot B-talasemide yiiksek HbF seviyelerinden
sorumlu olabilir. Genetik varyantlarin varligt HbF iiretmeye devam ettiginden,
gelisimin klinik Ozelligi iizerinde gii¢lii bir etkiye sahiptir. Orak hiicre hastaliginda
(SCD) morbidite ve mortaliteyi iyilestirmek ic¢in yetiskinlikte HbF'nin daha yiiksek
ekspresyon seviyeleri onerilmistir. Nemati et al. bat1 Iran'daki B-TM hastalarinda Xmn1
polimorfik bdlgelerinin insidansini incelemislerdir. Calisma, bu polimorfik bolgeye
sahip olmanin HbF iiretimi ve G-y orani iizerinde pozitif bir etkiye neden oldugunu ve
bu da B-talasemi hastalarmin klinik bulgularini iyilestirebilecegini tespit etti (Svasti et

al. 2007).

2.6 B-Talasemide Klasik Tedaviler

Klasik tedaviler 5 alt gruba ayrilir. Bu tedavilerin faydalarini ve uzun vadeli yan

etkilerini asagida anlatilmistir (Piel et al. 2017).
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2.6.1 Transfiizyon tedavisi

Artan kanitlar, transfiizyon tedavisinin pulmoner hipertansiyon ve tromboembolik
olaylar gibi komplikasyonlarin olusumunu azaltmadaki avantajin1 géstermektedir. Bu
nedenle, yaygin uygulama komplikasyonlar ortaya ciktiginda transfiizyona baslamak
olsa da, Onleyici stratejiler ortaya ¢iktik¢a transfiizyon tedavisini daha erken baglatmak
degerli olabilir, bu da gecikmis transfiizyon baslangici ile artan alloimmiinizasyon
riskini hafifletmeye yardimci olacaktir. Kan transfiizyonlarinin daha erken baslatilmasi,
demir birikimi oranmi artiracak olsa da, su anda demir selasyonunun giincel
yaklagimlart mevcuttur. Hastanin esenlik duygusu, normal bir hayatin aktivitelerinden
zevk almak ig¢in yetersiz bir diizeye diistiiglinde transfiizyon gerekli hale gelir. 70g /
I’nin altindaki Hb seviyeleri i¢in kronik hipoksi gibi problemler genellikle hastalarda
gelisir. Hastanin diizenli bliylime, biiyiime hizi, dalak boyutu, kemik yasi, hizli biiylime
donemleri, kemik deformiteleri ve gebelik gibi genel durumu dikkate alinmalidir. Bazen
enfeksiyona bagli aplastik krizlerde transfiizyon gerekli hale gelir. Kalp hastaligi da
transfliizyon tedavisinin bir gostergesidir. Transflizyon tedavisi, transfiizyon karari
verildiginde genel olarak B-TM i¢in uygulanan tedaviye benzer olmalidir (Taher et al.

2009, Eldor and Rachmilewitz 2002).

2.6.2 Splenektomi

Talasemi Intermedia'da (TI) splenektomi i¢in mevcut endikasyonlar biiyiime geriligi,
artmis transfiizyon gereksinimi, l6kopeni, trombositopeni ve splenomegali igerir.
Bununla birlikte, splenektomi, TI'da tromboembolik olaylara ve pulmoner
hipertansiyona artan bir yatkinhiga katkida bulunabilir. Kronik hiper pihtilagsma
durumunun varligi, dolasimdaki bozulmus kirmizi kan hiicrelerinin ylizeyinde agiga
cikan anyonik fosfolipidlerin prokoagiilan etkisine bagli olabilir. Yikic1 splenektomi
sonrast sepsis ani bir olaydir ve 6liimciil olabilir. Splenektomi sonrasi hastalarda en sik
goriilen bakteri Streptococcus pneumoniae, Hemophilus influenzae ve Neisseria
meningitidis'tir. Demir yiiklii makrofajlar, hiicre i¢i patojenleri interferon-aracili

yolaklarla oldiirme yetenegini kaybeder. Bu yetenegin kaybi, demir varliginda azalmis
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nitrik oksit olusumu ile iligkilidir. Splenektomi genellikle hastalarin ¢ogunda
transfliizyonu durdurur. Bununla birlikte, genellikle talasemi intermedia'sin1 karakterize
eden yiiksek ¢ikis durumunu ve artmis pulmoner arter basincini degistirmez. Dalagin
kismi dearterializasyonu ve parsiyel splenektominin ¢ok dnemli ve faydali bir etkisi

vardir, ancak uzun dmiirlii degildir (Shawky and Kamal 2012).

2.6.3 Demir selasyon tedavisi

On yil sonra, bazi organlarda demir birikimini 6nlemek i¢in demir selasyon tedavisi
baslandi, ancak demir selasyonu klinik kalp hastaliginin gelisimini engellemeyebilir.
Biyopsi veya R2 MRI gibi invazif olmayan bir yontemle karaciger demir
konsantrasyonunun dogrudan hesaplanmasi dnerilir. Demir selasyon tedavisi, genellikle
karaciger demir konsantrasyonu, karaciger dokusunun kuru agirligt 7 mg/g' asarsa
baslatilmalidir. 400-500ng/mL’lik esik serum ferritin degerleri, demir selasyon
tedavisine baglamak igin bir gosterge olarak diigiiniilebilir (Shawky and Kamal 2012).

2.6.4 Fetal hemoglobin iiretiminin degismesi

Iaglar, HbF (02y2) diizeylerini artirir ve globin sentezindeki bir iyilesme nedeniyle B-
talasemi intermediyas1 olan hastalarda bir avantaj olabilir. Hidroksiiire, HbF sentezini
indiikleyerek ve y-globin tiretimini artirarak gergeklestirilir. Hem hidroksiiire hem de
biitirat yan Urtinleri, Hb'de sadece 1limli artiglar gostermistir. Transfiizyona bagimh
olmayan bazi B-talasemi intermedia hastalar1 hidroksiiire tedavisine yanit verebilir.
Hidroksikarbamid, talasemi hastalarina bir¢ok farkli rejime gore tek basina veya diger
ilaclarla kombinasyon halinde uygulanmistir. Birgok hastada kan transfiizyonu
ihtiyacinda 6nemli bir azalma g6zlendi; bazi hastalarda ihtiya¢ tamamen ortadan kalkti.
a-Delesyonlar, Xmnl polimorfizmi ve HbE / B-talasemi hidroksikarbamide iyi bir
yanitin habercisi olabilir. Neredeyse genel olarak bildirilen iyi olma hissi, etkisiz
eritropoezdeki Onemli diisiisii taklit edebilir. Talasemi tedavisi i¢in bazi klinik
caligmalarda rekombinant insan eritropoietini (rHuEPO) kullanmak, HbF'de, ortalama

korpus hacminde (MCV) ve ortalama Hb iceriginde (MHC) bir artis olmaksizin,
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talasemik eritropoezde anlamli, doza bagh bir artis gdsterdi ve o / non-a oraninda bir
degisiklik olmaksizin, ¢ogunlukla splenektomi uygulanmis talasemi intermedia
hastalarinda goriiliir. Talasemi hastalarinda eritropoietin ve hidroksiiire ile kombinasyon
tedavisi, HbF artis1 ve artmis paketlenmis hiicre hacmi agisindan tek basina tedaviden

daha avantajl gortinmektedir (Shawky and Kamal 2012, Casale 2019).

2.6.5 Antioksidanlar

Oksidatif hasar, hiicresiz globin zinciri ve transferine bagli olmayan demirin
selatlanabilir bir bileseni olan kararsiz plazma demiri (LPI) iizerindeki varligiyla
tiretilebilir ve bu, demir selatlama maddeleriyle islemden gecirilerek azaltilabilir.
Notrofiller {izerindeki kalict stres, antibakteriyel yeteneklerini ve solunum patlamasi
reaksiyonlarini azaltabilir. E vitamininin N-asetilsistein ve demir selatorlerle birlikte
uygulanmasi, benzersiz bir antioksidan kullanimindan daha etkili olabilir (Shawky and
Kamal 2012). B-TM hastalarinin prognozlari, klinik semptomlar, yeni selatorler ve
artan kan giivenligi prosediirleri ortaya ¢ikmadan 6nce organ demirini 6lgmek icin
invazif olmayan yontemlerin ortaya ¢ikmasiyla son on yilda énemli dl¢lide gelismistir.
Tiptaki yeni gelismeler, daha 6nce B-TM hastalarinda dliimlerin %71'ine neden oldugu
bildirilen, kardiyak mortaliteyi azaltmada Onemli bir gelismenin yolunu agti

(Mazurkiewicz et al. 2017, Gali 1999).

Calismalar, etnik farkliliklara ragmen, transfiizyona bagli talasemili ¢ogu kisinin normal
kardiyak demirine sahip oldugunu, ancak 6nemli bir kisminda es zamanli karaciger
demir yiikiine sahip oldugunu gostermektedir. Bu ama¢ i¢in yeni ve en umut verici
yontem, etkili ve dogru bir durumda bolgeye 6zgili genom diizenlemeye ve hedeflenen
transgen entegrasyonuna izin veren gen diizenleme araclanidir (GET'ler).
Transkripsiyon aktivatér benzeri niikleazlar (TALEN), ¢inko parmak niikleazlar ve
CRISPR / Cas9, biiyilk GET'ler ile isbirligi yapar. Niikleaz sistemleri, DNA tanima
tiirlerine gore yaklasik olarak iki gruba ayrilabilir: ZFN, TALEN ve meganiikleazlar,
protein-DNA etkilesimleri yoluyla spesifik DNA baglanmasini basarir, Cas9, temel alan
kisa bir RNA anahtar molekiili tarafindan spesifik DNA dizilerine hedeflenir.
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Dogrudan hedef DNA ile eslesir ve protein-DNA iliskilerinin hedeflemede rolii vardir.
CRISPR / Cas9, in vitro ve in vivo sistemler i¢in basit ve verimli bir GET'dir. Son
yillarda, B-talasemi tedavisi i¢in ¢ok sayida arastirma yapilmistir. Yeni terapotik
stratejilerden biri olan B-globin geni hedefleme, daha sonra HSC'lere farklilastirilir ve
hastaya iade edilir. Indiiklenmis pluripotent kok hiicreleri (iPSC'ler) kullanirken, gz
oniinde bulundurulmasi gereken en acil konular, indiikksiyondan sonra ihtiyag
duyulmayan transkripsiyon faktorlerinin ortadan kaldirilmasi ve iPSC'lerin tiimore
dontismeyecek sekilde dogru yeniden programlamanin yeniden olusturulmasidir

(Doudna and Charpentier 2014).

B-talasemi i¢in gen terapisi stratejileri ¢cok yonliidiir. Bu stratejilerdeki ortak amac,
iPSC'lerde ve CD34 + hematopoietik kok pluripotent hiicrelerde (HSPC'ler) diizeltilmis
B-globin gen kusurlaridir. Bu tedavileri kullanmanin iki alternatif yolu vardir: ilki CD34
+ HSC'leri kullanmaktir ve alt popiilasyonlar gen terapisi ile diizeltilebilir. ikincisi,
somatik hiicreleri izole etmek ve yeniden programlamaktir. Kesin genom uygulamasini
mimkiin kilan gen diizenleme teknolojisinin ortaya c¢ikisi, B-hemoglobinopatilerin
tedavisi i¢in yeni bir strateji sunuyor. Bolgeye 6zgii ¢ift sarmal kirilmalar (DSB) ¢inko
parmak niikleazlar, TALENS, meganiikleazlar ve daha yakin zamanda CRISPR / Cas9
sistemi ile indiiklenebilir. CRISPR / Cas9, gen hedeflemede devrim yaratti. Hedef
sekans tanima i¢in bir protein dimer kullanan ve her yeni hedef bdlge i¢in yeni bir
proteinin tasarlanmasin1 gerektiren diger niikleazlarin aksine, CRISPR / Cas9
teknolojisi, DNA sekansina tamamlayici 20 bp sekansh kisa bir kilavuz RNA (gRNA)
kullanir (Finotti et al. 2015). Sekil 2.7'de gosterildigi gibi.
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Sekil 2.7 Beta talasemi i¢in gen tedavisi stratejileri (Mancuso et al. 2006)

Sekil 2.7°de (A) yaygin olarak kullanilan CD34 + HSPC'ler ve alt popiilasyonlar,
dogrudan gen terapisi ile diizeltilebilir. (B) Alternatif olarak, somatik hiicreler izole
edilebilir ve pluripotens i¢in yeniden programlanabilir, sonucta ortaya ¢ikan iPSC'ler
daha sonra gen terapisi, klonal se¢cim ve nesile 6zgii farklilasma i¢in hastaya 6zgii bir
substrat olur. Dairesel oklar disinda, i¢i dolu oklar HSPC'ler i¢in prosediirleri ve

iPSC'ler i¢in olan i¢i bos oklar1 gosterir (Finotti et al. 2015).

Gen ekleme veya diizenleme yoluyla gen terapisi, SCD ve-talasemi gibi kalitsal kan
hiicresi bozukluklari igin iyilestirici bir terapdtik segenektir. Gen transfer tekniklerinin
giivenligi ve etkinligi, lentiviral vektorler kullanilarak gelistirilmistir. Bu teknoloji
mitkemmel bir sekilde gelismistir, ancak asilama ile doniistliriilen HSC'lerin sayis1 ve
BO-TM'in tam diizeltilmesi ile sonuglanan yeterli transgen ifadesi dahil olmak iizere
bazi sinirlamalar vardir. Bu, doniistiiriilmiis HSC'lerin in vivo hayatta kalmasina katkida
bulunabilecek faktorleri siniflandirma ve ele alma ihtiyacinin altini ¢izer veya mevcut

vektorlerden ekspresyon gelistirmek i¢in araglar bulma ihtiyacinin altin1 ¢izer. Son
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bilgilere gore, hemoglobinopatilere yonelik spesifik gen tedavisi yontemlerinin,
preklinik calismalarin ve klinik c¢alismalarin basart orani 1s18inda gdzden gegirilmesi
gerekmektedir. HIV-1 (LV) ve murin Moloney l6semi viriisii (RV) gibi viral vektorlerin
yan etkilerini diizeltmek i¢in preklinik denemelere ihtiya¢ duyulacaktir. Baslica
problemler, viriilans ve patojenliklerinden sorumlu olan genetik unsurlar1 ortadan
kaldirmak ve B-globin genini ve LCR'yi eklemektir. LV, hemoglobinopati hayvan
modellerinin diizeltilmesinde en yararli olmus ve bunlarin klinik dontistimiiyle

sonuclanmistir (Pinzani and Marra 2001).

LCR dahil edilmeden RV aracili insan B-globin gen transferine bakan ilk c¢aligmalar,
degisken ve diisiik seviyelerde gen ekspresyonu gosterdi. Bir dizi ¢alismanin ardindan,
etkili globin geni ekspresyonunu ifade etmek i¢in RV gelistirmek i¢in yaklasik 10 yillik
cabanin yetersiz oldugu bulundu. Globin genleri disindaki genlerin transgen
ekspresyonunu saglamak i¢in LTR'nin gii¢lendirici / promoter sekanslarini kullanan
RV'ler, klinik deneylerde kullanilan ilk RV'lerdi. Hastalarin gen terapisinin immiin
yetmezliklerindeki klinik basarilarina ragmen, vektor aracili insersiyonel mutagenez
raporlarinin ardindan giivenlikleriyle ilgili endigeler ortaya ¢ikti. RV vektor eklemeleri,
birincil hematopoietik projenitdr hiicrelerin 6liimsiizlesmesine yol acar. RV-LTR giiclii
bir gii¢lendirici iken ve transgen ekspresyonunu HIV-LTR ve sitomegaloviriisten
nispeten daha zayif gii¢lendiricilerle karsilastirildiginda cok yiiksek seviyelere
yiikseltirken, ayni anda yerlestirme bolgelerini ¢evreleyen hiicresel protoonkojenleri
aktive eder. Ayrica, LTR'nin metilasyonu, entegre transgen promoterin inaktivasyonuna
neden olabilir ve uzun vadeli transgen ekspresyonunu Onleyebilir. Kendi kendini
inaktive eden (SIN) vektor tasariminin yapisi, LTR promotor / gii¢lendiricisini siler ve
transgen ekspresyonunun dahili hiicresel promotorler tarafindan yonlendirilmesine izin
vererek, LTR giiclendirici aracili genotoksisiteyi ve bunun metilasyonla indiiklenen

inaktivasyonunu azaltir (Rai et al. 2016).

Klinik oncesi LV aracili insan ¢alismalarinin B-talasemi intermedia ve B-TM fare
modellerini kurtardigi gosterilmistir. Imren et al. -talasemi farelerinde BT87Q geni
tasiyan bir vektor kullanarak-globin genindeki bir nokta mutasyonunun ona yapigmay1

onleyici ozellikler kazandirdigr bir vektor kullanilarak diizeltme gosterdi. Bununla
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birlikte, fare talasemi fenotipinin yeterli sekilde diizeltilmesi i¢in birden fazla kopya
gerekliydi. Miccio et al. kiigiiltiilmiis bir LCR HS2 / HS3'e bagli B-globin genini tagiyan
bir LV vektorii kulland1. Th3 / + farelerindeki talasemi fenotipinin, ortalama vektor
kopya sayis1 1 olan, %30-50 frekansla doniistiiriilmiis hematopoietik hiicreler tarafindan
tamamen diizeltilebilecegini gostermistir. Ayrica, in vivo hayatta kalma avantajina
sahip genetik olarak diizeltilmis eritroblastlarin oldugu gosterilmistir. Klinik gen
tedavisi caligmalar1 i¢in azaltilmis yogunluklu transplant rejimlerinin kullanimini
arastirmak ic¢in gereklidir. Malik ve arkadaslarina gore, hemoglobinopatiler i¢in gen
terapisi su anda bir gergektir, birkag hasta By / fg-talasemiden tedavi edilmistir veya Bg /
Bo-talasemiden 6nemli dlgiide iyilesme ile SCD'li bir hasta, digerleri ise orta derecede

transgen ekspresyonu sergilemektedir (Rai et al. 2016).

Talasemi hastaliginin ciddiyeti, gen transfer teknolojisinin mevcut tedavi kapasitesini
siirlamaya ¢alisir. Hemoglobinopatilerde etkili klinik ¢evirinin zorluklari, agilanabilir
transdiiksiyonlu HSC'lerin dozunu, 6n kosullandirma transplant rejiminin yogunlugunu
ve transgenin ekspresyonunu kapsar. In vivo se¢cim modelleri, genetik olarak modifiye
edilmis birkag HSC'nin genislemesini saglayabilir. Vektor potensinin iyilestirilmesi,
gen ekspresyonunu artiracaktir. Engraflanabilir  HSC'ler {iretmek ic¢in iPSC
teknolojisinin farklilagsmasini tesvik etme ¢abalart HSC kaynagini genisletebilir ve gen
diizenleme, yiiksek transgen eksprese eden LV ve LV'nin potansiyel, insersiyonel

mutagenezine olan ihtiyaci ortadan kaldirabilir (Moreira 2007).

Gen terapisinin gelecegini geri ylikleyebilecek yeni teknolojiler, CRISPR-Cas9
kullanarak gen diizenleme ve iPSC'lerden HSC'lerin gelistirilmesidir, ancak bu gercekte
cok fazla calisma gerektirebilir. Kok hiicre biyolojisi ve genetik manipiilasyondaki
bilimsel gelismelerle, dogum 6ncesi hemoglobinopati teshisi konan bir ¢cocugun genetik
olarak degistirilmis kordon kan1 kok hiicrelerini fetalden eriskin Hb'ye gecisinden dnce
bile transfekte ettirebilecegi bir gelecegin miimkiin oldugu disiiniilmektedir. Bu

nedenle bu, herhangi bir hastalik belirtisinin varligin1 6nleyecektir (Rai et al. 2016).
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Lin et al. B-talasemi ve OHA tedavisi i¢in fetal hemoglobini artirmak i¢in bir ¢alisma
tizerinde ¢aligti. Normal kemik iligi HSC'lerini ve HSPC'leri delesyon HPFH genotipine
dontistiirmek i¢in CRISPR-Cas9 kullandilar. Bu tiir modifiye edilmis HSPC'lerden
tiiretilen eritroid hiicreleri, silinmeyle modifiye edilmemis CD34 + HSPC'ler, iPSC'ler
ile karsilastirildiginda 6nemli Slgiide daha yiiksek p-globin ekspresyonu gosterdi. Bu
klinik bulustan yararlandilar ve CD34 + HSPC'leri degistirerek-globin lokusunun bir
kisminin homoloji dis1 ug birlestirme yoluyla genomu ¢ikarmasi ve onarmasi icin
HPFH'yi taklit eden ve eritroid hiicrelere farklilastiginda yiiksek diizeyde y-globin
ifadesi iireten bir genotip yaratmasi i¢cin modifiye ettiler. Calisma, CRISPR-Cas9
sisteminin homozigot B-talasemi ve SCD tedavisi i¢in otolog transplantasyon tedavisine

yeni bir potansiyel yaklasim oldugunu gosterdi (Rai et al. 2016).

B-talasemi hastalar1 icin mevcut altin standart prosediir, graniilosit koloni uyarici faktor
(G-CSF) ve kemik iligi stromal hiicreleri tarafindan ifade edilen stromal hiicre tiirevi
faktor-1'in baglanmasini antagonize eden pleriksafor'un bir kombinasyonunu igerir.
HSPC'lerin yiizeyinde bulunan kemokin CXC-reseptor-4. G-CSF art1 pleriksafor'un
mobilize talasemili hastalarda tek aferez ile ¢ok yiiksek sayida CD34 + hiicresi
sagladigl, su anda tek basina pleriksafor kullanilarak HSC'lerde bildirilen en yliksek

zenginlesmeye ragmen gosterilmistir (Rai et al. 2016).

Ek olarak, SCD hastalarindan yeterli dozda HSPC toplamak i¢in iki veya ti¢ kemik iligi
hasad1 gerekir; bunun baslica nedeni, HSC hasadinin iltihapli SCD kemik iligi mikro
ortamindan ve kemik iligi mononiikleer hiicrelerinin izolasyonu sirasinda hiicre
kiimelerinin olusumundan olumsuz etkilenmesidir. OHA hastalarinda, G-CSF
uygulamast ciddi advers olaylara yol agmistir ve bu nedenle kontrendikedir.
Plerixafor'un AKO hastalar1 i¢in potansiyel olarak daha giivenli bir mobilize edici ilag

oldugunu 6ne siirdiiler (Maton 1993, Patton and Kevin 2015).

2012 yilinda, Amerika Birlesik Devletleri'ndeki B-talasemik hastalarda yapilan bir faz 1
klinik caligma, vahsi tip PB-globin transgenini ifade eden TNS9.3.55 vektoriinii ve

azaltilmig yogunluklu busulfan bazli bir sartlandirma yontemini kullandi. Bu yontemin
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sonucu sinirliydi ve tedavi edilen dort hasta yeterli klinik olumlu etki gostermedi.
TNS9.3.55 varyant vektorii kullanilarak ikinci bir agsama klinik ¢alisma planlanmistir,
hasta hastaligi semptomlar1 yoktur, ancak sonuglarin ¢ok sayida hastada ve daha uzun
bir takip siliresi boyunca yeniden iiretilmesi gerekir. Bo-talasemi ve muhtemelen SCD
icin, net klinik fayda saglamak icin iiretim, hiicre isleme ve protokol tasariminda daha
fazla iyilestirmeye ihtiyag vardir. Birka¢ grup, endojen y-globin ekspresyonunu
artirmak veya mutasyonlara neden olan hastalig1 diizeltmek i¢in alternatif LV ve genom
diizenlemeye dayali stratejiler Onermistir. Bununla birlikte, LV vektorleri, hasta
HSC'lerini genetik olarak degistirmek i¢in diizenli ve gilivenli bir sekilde kullanilir ve
genom diizenleme yaklagimlarinin klinik uygulamasi, iliskili toksisite ve potansiyel
hedef dis1 uygulama olasilig1 i¢in uzun siireli HSC'lerin diizenleme verimliligi a¢isindan
dogrulanmalidir. Eslesen farkli dondrler ve haploidentik dondérler kullanilarak yeni
rejimlerin gelistirilmesi gibi alternatif stratejileri kesfeden giincel klinik ¢aligmalar,
gelecekte SCD hastalarinin ¢ogu igin transplant segenegini artiracaktir. B-talasemiyi
iyilestirmenin diger stratejisi, gen tedavisi gelistirme cabalaridir. Degistirilmis bir -
globin LV tabanli vektorii (gen tedavisi) olan iki-talasemi hastas1 basariyla tedavi
edilmistir. Bu gelisme SCD igin potansiyel barindirmaktadir (Cavazzana-Calvo et al.

2010, Sabth et al. 2013).

B-Talasemi, OHA'dan sonra ikinci yaygin kalitsal hemoglobinopatidir. B-talasemi i¢in
gen terapisinin kesfi, HLA-6zdes dondrler, HSC transplantasyonunun en geng hastalara
uygulanmasinin dar penceresi ve HSC bazli gen terapisindeki son gelismeler tarafindan
dogru olmustur. Bu konuyla ilgili ¢ok sayida yayin, gen terapisinin bir HLA geno-6zdes
kardesi veya alternatif, tibbi olarak kabul edilebilir bir dondrii olmayan hastalar i¢in
tercih edilen tedavi olma potansiyeline sahip oldugunu gostermektedir. Genetigi
degistirilmis HSC'ler, B-hemoglobinopatilerin tedavisi i¢in allojenik hematopoietik kok
hiicre transplantasyonuna (HSCT) iyi bir alternatiftir. Eslestirilmis bir dondr ihtiyacim
ortadan kaldirir ve boylelikle HSCT'den sonra greft-konak hastaligi ve greft reddi
riskini ortadan kaldirir. Ayrica, genetik olarak modifiye edilmis hiicrelerin asilanmasi
icin gerekli olan kosullandirma rejimi, otolog kokenleri nedeniyle, immiinosupresif
ilaglar1 icermez. Bu tedavinin diinya ¢apinda uygulanmasi giiniimiizde daha iy1 giivenlik

ve bugline kadar gen terapisi yollarinda tedaviye bagli mortalitenin olmamasi1 sayesinde
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miimkiin olabilir. Mevcut literatiir agisindan, gen terapisi i¢in yeni LV vektorlerinin
kullanilmast ve B-talasemi ve SCD i¢in genom diizenlemeye dayali tedavi stratejileri
tartisilmis ve iyi belgelenmistir. Yeni terapotik stratejiler, endojen HbF ekspresyonunu
yeniden aktive etmek icin LV vektorlerinin ve/veya genom diizenleme araglarinin

kullanimina dayanmaktadir (Moreira 2007, El Yazji et al. 2011).

HSC'leri genetik olarak manipiile etmek ve B-hemoglobinopatilerin altinda yatan
genetik kusuru diizeltmek icin cesitli yaklasimlar kullanilabilir. Cok sayida giincel
klinik calisma (otolog B-talasemi ve SCD HSC'lerin transplantasyonuna dayali olarak),
B benzeri globin transgenlerini eksprese eden LV vektorlerinin  kullanimini
aragtirmaktadir. Elde ettikleri sonuglar, yeni bir HIV-1 as1 uygulama platformu olarak
integraz kusurlu lentiviral vektorlerin (IDLV) daha fazla degerlendirilmesini
desteklemektedir (Negri et al. 2016). Globin eksprese eden LV'lerin klinik deneyleri su
anda Avrupa ve Amerika Birlesik Devletleri'ndeki gesitli yerlerde devam etmektedir. ilk
sonugclar, transfiizyon bagimsizliginin basarilmasi agisindan cesaret vericidir. Bu umut
verici sonuglara ragmen, bazi sorunlar daha fazla arastirmayi hak ediyor. Kosullandirma
yonteminin amaci, hastalikli HSC'leri etkili bir sekilde ortadan kaldirirken diger
organlarda hedeflenmemis toksisiteden kaginmaktir (Negri er al. 2016). Yeni tedavi
stratejileri, endojen HbF ekspresyonunu yeniden etkinlestirmek i¢in LV vektorlerinin

ve/veya genom diizenleme araglarinin kullanimina dayanmaktadir.

WDFEE

Traxler et al. CRISPR / Cas9 sistemini mikrohomoloji aracili ug birlestirme yoluyla y-
globin promotorlarinda 13 bp HPFH delesyonunu diizenlemek i¢in kullandi. Bu
bolgenin HbF baskilayict BCL11A i¢in bir baglanma sahas1 igerdigi diisiiniilmektedir.
Caligsmalarinda, HbF reaktivasyonu azalmig orak B-globin seviyeleri ile iligkilendirildi
ve in vitro SCD hiicre fenotipini iyilestirdi. HPFH seviyelerinin yeniden olusturulmasi,
B ve d-globin genlerini igeren uzun genomik parcalarin homolog olmayan ug birlestirme
(NHEJ) tabanli eksizyonunu ve BCLI1A tarafindan hedeflenen 3,5 kb D-gama-
intergenik HbF susturucuyu gerektirir. Bu yaklasim, genom diizenlemenin genel
verimliligini azaltabilecek NHEJ onarim yolundan yararlanmaktadir. Bununla birlikte,

ilkenin ispat1 ise yararsa, bu yaklasim HbF'yi yeniden aktive etti, -globin genini siirekli
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bozdu ve SCD hiicre fenotipini iyilestirdi. Somatik hiicrelerin uyarilmig pluripotent kok
hiicrelere yeniden programlanmasi, B-talasemi tedavisi i¢in yeni bir yaklagim acgar. Siz
ve is arkadaglariniz, homozigot Po-talasemili bir hastanin deri fibroblastlarini, Hb'yi
iireten uyarilmis pluripotent kok hiicrelere yeniden programladi. Pluripotent kok
hiicreleri indiikledigine dair bu raporlar, ass-talasemi tedavisi i¢in yeni bir yaklagim
sunabilir. Bu stratejiler su anda in vitro diizeydedir (Ye et al. 2009, Traxler et al. 2016).
B-talasemi i¢in epigenetik tedavi yaklasimlari, bu hastaligin tedavisi i¢in umut vericidir

(Chang 1991).

Son olarak, genom diizenlemesinin etkinligi ve bu stratejinin potansiyel yan etkilerinin
(toksisite) iyi niyetli HSC'lerde daha fazla test edilmesi gerekir. B-
hemoglobinopatilerden muzdarip hastalara en iyi terapdtik secenegi saglamak icin farkli
stratejiler etkinlik, etkinlik ve gilivenlik agisindan karsilastirilmalidir. Son zamanlarda,
birkag aragtirma grubu, pB-talasemi mutasyonlarini diizeltmek i¢in genom diizenlemeye
dayali yontemler kesfetti. Nihayetinde, yenilik¢i denemeler, tamamen farklilasmig
somatik hiicrelerin uyarilmis pluripotent kok hiicreler yapmak icin yeniden
programlanabilecegi yoOniinde bir heves gelistirdi. Sonraki denemeler, bu orijinal
stratejiyi kullanarak SCD'nin bir fare modelinde degisiklik oldugunu gosterdi ve bu
nedenle, birka¢ kisitlama ile hemoglobinopatileri tedavi etmek i¢in bu hiicrelerin
kullanilmasmin yolunu acgti: Bir kisitlama, tiim hematopoietik hatlarin indiiklenmis
pluripotent kok hiicrelerle onarilamamastydi. Insan tedavisinin kullanilmasini engeller.
Gen terapisinin gelecegi, dikkate deger ilerlemeler gostermistir. Faz 1 denemeleri, LV
B-globin vektorleri ile ex vivo transdiiksiyona ugramis otolog CD34 + eritroid
progenitor hiicrelerin transplantasyonunun etkililigini ve g¢ogunlukla uzun Omiirli
giivenligini incelemek amaciyla halihazirda bireyleri ise almaktadir (Yu et al. 2007,

Arumugam and Malik 2010).
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2.7 Proteine Dayal Teshis Yontemleri

2.7.1 Hemoglobin electrophoresis

Hemoglobinlerin  ¢esitli  elektroforetik  tekniklerle  ayrilmasi,  hemoglobin
bozukluklarinin teshisinin temelini olusturur. Halen kullanimda olan en yaygin
elektroforetik yontem, seliiloz asetat alkalin elektroforezinin yerini biiyiik Olglide
(yeterlilik testi anketleri ve tahta incelemeleri disinda) alan izoelektrik odaklamadir. Bu
yontem, hemoglobin A, hemoglobin F ve hemoglobin A dahil en yaygin normal
hemoglobinleri ve hemoglobin S ve C ortak varyantlarin1 kolayca ayirir. B-talasemi ve
HbH hastalig ile iligkili asirt HBB zincirleri ile iligkili yiiksek hemoglobin A2, ayrica
izoelektrik odaklanma ile gorsellestirildi. Izoelektrik odaklama ile hemoglobin S'den
(6rnegin, hemoglobin D veya hemoglobin G) veya hemoglobin C'den (6rnegin
hemoglobin E veya hemoglobin OArab) bazi nispeten yaygin varyantlarin
¢Oziimlenmesi zordur, bu nedenle kesin olarak ayirt etmek icin bagka bir elektroforetik
teknik veya HPLC gereklidir. PH 6.2'de sitrat agar kullanan elektroforez, hemoglobin S
veya hemoglobin Cnin izoelektrik odaklamayla benzer sekilde hareket eden diger
varyantlardan ayirt edilmesine izin verir. Ornegin, hemoglobin E'yi hemoglobin A2'den
ayirabilen kapiler bolge elektroforezi kullanilarak artik daha da biiylik ¢oziiniirliik
miimkiindiir, HPLC ile miimkiin degildir. Kapiler bolge elektroforezi, bir¢ok durumda

eski elektroforez yontemlerinin yerini alma potansiyeline sahiptir (Borbely et al. 2013).

2.7.2 HPLC

Katyon degisim kromatografisine dayali olarak hemoglobinleri ayiran cesitli
ureticilerden bir dizi HPLC yontemi mevcuttur. Bu yontemler, diyabetli hastalarda
tedaviyi izlemek icin hemoglobin F ve hemoglobin A2'nin yani sira hemoglobin
Alc'nin (glikozlu hemoglobin) kantifikasyonu icin ABD Gida ve Ila¢ Dairesi tarafindan
onaylanmistir. HPLC, hemoglobin S ve hemoglobin C'nin, elektroforez iizerine gog.
Ayn1 zamanda, degisken hemoglobinlerin miktarinin belirlenmesine de izin verir.

HPLC, hemoglobin E'yi hemoglobin A2'den ayiramaz. Bu genel olarak tanisal 6nemi
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olmamasina ragmen, bu iki hemoglobini ayirma yetenegi, hemoglobin E i¢in
homozigotlugu, hemoglobin E ve B0-talasemi i¢in bilesik heterozigotlugundan ayirt
etmede faydali olabilir. Hemoglobin E ve A2'nin ayrilmasi, kilcal bolge elektroforezi ile
gerceklestirilebilir. Hemoglobin tilirlerini ayirmak i¢in baska kromatografik teknikler
mevcuttur. Ozellikle boronat afinite kromatografisi, glikolize edilmemis hemoglobin
tiirlerinden, hemoglobin varyantlar1 olan diyabetik hastalar1 izlemek icin yararlidir,
ancak bu teknigin talasemi veya hemoglobinopatilerin teshisinde herhangi bir yarar

yoktur (Rhea and Molinaro 2014).

2.7.3 Hemoglobin bozukluklarinin teshisinde elektroforez ve kromatografinin
kullanimi

B-talasemi teshisi genellikle elektroforez ve/veya kromatografi ile artmis hemoglobin
A2 gosterilerek gergeklestirilir, ancak birlikte bulunan o-talasemi veya siddetli demir
eksikligi gibi olagandis1 durumlarda, hemoglobin A2 seviyesi artmayabilir. Hemoglobin
A2'deki tanisal artis, HBB ve HBD genlerinin silinmesine bagli olarak B-talasemide de
gozlenmeyecektir, ancak hemoglobin F Jp-talasemi ve fetal hemoglobinin kalitsal
kaliciliginda (HPFH) goriildiigii gibi siklikla yiikselir. Protein bazli teknikler ayrica
yenidogan doneminde B-talasemi varligini tespit edemeyebilir, ¢linkii hemoglobin A2
yaklasik 6 aylik olana kadar yetiskin diizeylerine ulasmaz. Bununla birlikte, iki O-
talasemi alleli i¢in homozigotluk/ bilesik heterozigotluguna bagli talasemi major,

dogumda hemoglobin A eksikligine bagli olarak siiphelenilecektir (Sabath et al. 2013).

Hemoglobin elektroforezi ve HPLC genellikle, bir veya iki (cis veya trans) HBA
geninin silindigi a-talaseminin daha hafif formlarinin teshisine katkida bulunmaz. Bu
bozukluklardaki fazla HBB zincirleri, kismen HbH'nin kararsizligindan dolay1 standart
tekniklerle gorsellestirilecek kadar bol degildir. HbH, nadir eritrositlerde, parlak kresil
mavisi ile supravital boyama ile gorsellestirilebilen inkliizyonlar olusturur, ancak bu
teknik bir¢ok laboratuvarda mevcut degildir. Bu nedenle, o-talasemi genellikle
mikrositozlu, normal demir ¢alismalar1 ve normal hemoglobin elektroforezi / HPLC'si
olan bir hastanin bir tiir a-talasemiye sahip oldugu varsayildigi bir dislama tanisidir,

ancak kiiclik miktarlar1 saptamak i¢in yontemler tarif edilmigtir. A-talaseminin daha
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hafif formlarinda bulunan HbH. Bu hastalar i¢in molekiiler tani, kesin tan1 koymanin
tek yolu olabilir ve bu, genetik danigma igin kritik olabilir. U¢ HBA geninin silindigi
veya HBA delesyonlarinin ve nokta mutasyonlarinin bir kombinasyonunun oldugu HbH
hastaligi durumunda, HbH'yi elektroforez veya HPLC ile gorsellestirmek i¢in yeterli
zincir dengesizligi vardir (Sabath et al. 2013).

Bir varyant hemoglobinin tahmini tanimlanmasi jel elektroforezi, izoelektrik
odaklanma, HPLC ve/veya kapiler bolge elektroforezi ile gergeklestirilebilir. Onceden
belgelenmis bir varyanti igeren numunelerle karsilastirma, tanimlama igin paralel olarak
analiz edilebilir. DNA diziliminin mevcudiyetinden 6nce, hemoglobin varyantlari,
proteolitik global peptidlerin kiitle spektrometrisiyle karakterize edildi. DNA dizilimi,
varyant hemoglobinleri tanimlamanin en yaygin yolu olsa da, daha yeni kiitle
spektrometrisi teknikleri, saglam molekiiliin kiitlesine veya tanimlanmis globin
fragmanlarina dayali olarak hemoglobin varyantlarint hizli bir sekilde tanimlama

olasiligini sunar (Sabath et al. 2013).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Hastalarin secimi

Calismamiz kapsaminda gergeklestirilen deneylerde, 120 adet hastanin katilimiyla
deney grubu olusturulmustur. Deney grubunu olusturan hastalarin se¢iminde belirli
kriterler g6z oniinde bulundurulmustur. Bu kriterlere asagida yer verilmektedir:

e Hastalarin 18 yasindan biiyiik olmasi.

e Hastalarin, deneyin gerceklestirildigi hastanenin Hematoloji  Klinigine
basvurmus olmasi ve Hematoloji Kliniginden Talasemi tanisinin kesin bir
sekilde konmus olmasi.

e Hastalarin herhangi farkli bir kan hastaligi ve kanser tanisi almamis olmasi.
Hastalarin kemoterapi ve radyoterapi basta olmak iizere deney siirecini ve
sonuglarint etkilemesi muhtemel herhangi bir farkli tedavi siirecine dahil

olmamalari.

Caligmamiz, Irak’in Tikar Vilayeti’nde yer alan Kalitsal (Genetik) Hastaliklar
Merkezi’nde gergeklestirilmistir. Hastalarin her birine ¢alismamiz hakkinda kapsamli
bir bilgi verilmis olup, ayrica, Hasta Onam Formu ile deneye katilimlarinda Rizalari
alinmistir. Hasta Onam Formlarinin toplamasindan sonra Hastane Etik Kurulu’ndan

calisma onay1 alinmistir.

3.2 Yontem

3.2.1 Numunelerin toplanmasi

Calismamiz kapsaminda yiiriitiilecek deneyler i¢in, Tikar Kalitsal Hastaliklar

Merkezi’nin Hematoloji Klinigine bagvuran 120 hastadan mor kapakli EDTA tiiplerinde
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5-10 mL hacminde kan numunesi toplanmistir. Toplanan kanlar soguk zincir depolama
ile muhafaza altina alinmis ve DNA Ekstraksiyonu i¢in saklanmigtir. Numune toplama
islemi tamamlandiginda, toplanan kan numuneleri DNA Ekstraksiyonu i¢in es zamanl

olarak isleme tabi tutulmustur.

3.2.2 Dna ekstraksiyonu

Genomik DNA’nin izolasyonu, hastalardan rizalar1 dahilinde alinan 5-10 mL periferik
kan numunesinden, Nucleon BACC3 Genomik DNA Ekstraksiyon Kiti (GE Healthcare,
Life Sciences) kullanilarak gergeklestirilmistir. Bu asamayr takiben, numunelerin
niceliksel incelemesi ve miktar 6l¢limii icin NanoDrop 2000 Spektrofotometre (Thermo
Scientific) kullanilmistir. DNA izolasyon isleminde kit iireticisinin kullanim talimatlar1

adim adim takip edilmis ve uygulanmistir.

Rizalar1 dahilinde, hastalardan edinilen klinik numunelerden izole edilen DNA
orneklerinin tibbi kalitesinin tespiti i¢in Beer-Lambert denklemi esas alinarak, Nano
Drop 200 markali ve Thermo Scientific Inc. Adhi sirket tarafindan fiiretilen
spektrofotometri cihazi ile 6l¢iim yapilmistir. 1 pL numunelerin derisimini ve saflik
oranini tespit etmek i¢in Oncelikle saf su dl¢iimii yapilmis ve cihaz kalibre edilmistir.
260nm—280nm araliginda optik yogunluk degeri numunenin saflik diizeyini belirlemek
icin optimal deger olarak alinmistir. 260nm — 280nm optik yogunluklarin 6l¢timiinde
1,7-1,9 araliginda elde edilen sonug¢ hastalardan edinilen klinik numunelerin istenen
saflik diizeyinde oldugunu gostermistir. Ayrica genotipler, tek tiip miiltipleks PCR ile

tespit edilmistir.

3.2.3 PCR primerleri

PCR Primerleri, gap prensibine uygun olarak tasarlanmistir. DNA izolasyonunu
takiben, 5’-CTGCGGGCCTGGG CCG-3’ve 5’-GCCCATCGGGCAGGAGGAAC-3’
primerleri, i 2 PCR fragmani (-101 pozisyonundan Poly-A sinyali) 25 ul reaksiyon
hacimlerinde 30-50ng genomik DNA kullanarak alinmistir ve 1,9 -Kb amplikonu
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kullanilarak 206-bp amplikon ile degistirilmis ve PCR reaksiyonu sonuglari
incelenmistir. Ayrica SYBR-PCR analizine tabi tutulmustur. PCR karigimi 12,5 pl 2X

PCR ana karigimi ve her bir primerden 5 pmol igermektedir.

3.2.4 Sybr-PCR

SYBR-PCR islemi GeneAmp5700 (Applied Bio Systems, Foster City, CA) kullanilarak
gerceklestirilmistir. Spesifik SYBR-PCR1-4, sirasiyla --- SEA, --a3.7, --a4.2 ve

silinmeyen tip allelleri saptamak i¢in kullanilmistir.

Reaksiyon karigiminin bilesenleri, her SYBR-PCR ve SYBR Greenl'de sadece 1 c¢ift
primer icermesi disinda standart talimatlar izlenerek gergeklestirilmistir.
Touch-Down Termal profili ile gergeklestirilen Amplifikasyon parametreleri su

sekildedir:

1. 300 saniye - 94°C.

1. 20 saniye 1 dongii 94°C.

iil. 60 saniye - 65°C.

iv. 120 saniye 72°C.

V. Daha sonra tavlama sablonu her dongiide 1°C azaltilmistir.

Vi. Tavlama sablonu 61°C'ye ve 36 dongliye ulastiginda, amplifikasyon
dongiilerini, 1,7°C / dakikalik bir gecis hiziyla 60°C'den 95°C'ye kadar
ardisik bir eritme dongiisii izlemistir.

vii.  Erime islemi sirasinda floresan takibi yapilmigtir.

3.2.5 Erime egrilerinin yorumlanmasi

Amplifiye edilmis ¢iktinin Erime sicakliginin (Tm) altindaki sicaklik derecelerinde,
SYBR Green-1 (Yesil) boyast dsDNA’ya baglanmakta ve parlak bir sekilde
floresanlagmaktadir. Tm degerine erisildiginde, dsDNA denatiire olmakta ve SYBR-
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Green-1 serbest birakilmaktadir. Bu durum, floresan yogunlugunda ciddi anlamda bir
diisiise neden olmaktadir. Bu degisim orani, negatif tiirevi (-dF / dT) PCR cihazinin veri
analiz yazilimi tarafindan sicaklifa karsi ¢izilerek belirlenmistir. Tiim analizler, arka
plan diizeltmesi ve renk telafisi ile gergeklestirilmistir. Grafikte bir tepe noktasinin
olustugu sicaklik, DNA dupleksinin Tm degerine karsilik gelmektedir (Grafikler, deney

boliimiiniin sonunda sirasiyla yer almaktadir).

Hassasiyet degerleri, pozitif alel ile seyreltilmis sablon DNA ¢ozeltilerinden saptanabilir

en kiiciik tepe yliksek tarafindan belirlenmistir.

3.2.6 mPCR/agaroz jel elektrofezi

Tek tiiplit m-PCR’da yedi primer kullanilmistir. Primer dizileri asagidaki tabloda yer
almaktadir. A2 geni, ii¢ silme allelinin hepsinde, yani -a3.7,- a4.2 veya --SEA'da kismen
veya tamamen silindiginden, pozitif amplifikasyonu (1,9kb {iriin), bir delesyon alel de
mevcut oldugunda heterozigotlugu belirtmek icin kullanilmistir. 1,6kb iirlin, sablon
DNA'da bir -a3.7 aleli temsil etmektedir. 1,5kb bant bir a4.2 aleli temsil ederken, 0,8kb
bant SEA aleli temsil etmektedir. Cizelge 3.1'de gosterildigi gibi.

Cizelge 3.1 PCR Primer dizileri

Primer Dizi (5° 2> 3°) Cikt1 (in kb) Amplifikasyon aleli

A’ CTT TCC CTA CCC AGA GCC AGG 1,6 -a3.7
B’ GCC CAA GGG GCA AGA AGC ATG 1,6 -a3.7
A CTT TCC CTA CCC AGA GCC AGG 1,9 aa
O CAG CACCTT CTCTTG AGC AGG C 1,9 Aa
G’ TTT GAA TGA AGT CCG AGT AGG CAG 1,5 -a4.2
E’ CCC TGG GTG TCC AGG AGC AAG CC 1,5 -a4.2

S(1) GTA TCC TCT GTC CTG ACC GAG AA 0.8 --SEA

S(2) AGA TAT ATG GGT CTG GAA GTG TAT C 0,8 --SEA

47



m-PCR ve elektroforezden sonra her DNA 06rneginin jel modelinde bir veya iki bant
olmalidir. Bir numune i¢in belirli bir bant yoksa bu, numunenin PCR'sinin basarisiz

oldugu ve nedenlerinin arastirilmasi gerektigi anlamina gelir.

3.2.7 Klonlama ve dizileme (sekanslama)

Gap-PCR fiiriinleri, plazmit DNA'ya klonlanmistir ve rutin prosediirler kullanilarak

dizilenmistir (sekanslanmistir).
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4. BULGULAR

Hem SEA heterozigotlar1 hem de homozigotlar dahil olmak iizere iyi bilinen pozitif
SEA aleli olan 64 vaka ve SEA aleli olmadig1 bilinen 56 vaka arasindaki SEA alelleri
SYBR-PCRI1 ile tespit edilmis ve ardindan dissosiasyon analizi yapilmistir (Grafikler,

deney boliimiiniin sonunda sirasiyla yer almaktadir).

SEA / pozitif numunelerin tamami 82,5 + 1°C'de net bir tepe noktasi gostermistir.
(Grafikler deney boliimiiniin sonunda sirastyla yer almaktadir). SEA / negatif

numunelerin tamami 72 + 1°C' ye kaydirilmistir.

Amplifikasyon grafigi ¢alismanin sonunda yer almaktadir ve tespit edilebilir bir esik
degeri icermektedir. Bu nedenle, amplifikasyon grafigi ve CT, SYBR-PCR'nin pozitif

bir indeksi olarak uygulanmamastir.

Pozitif bir sonug, yalnizca DC analizinden 82,5 + 1°C'de karakteristik bir noktas1 ve

tepe noktas1 degeri kesme degeri olarak sunularak kabul edilmistir.

Net bir molekiiler tan1 elde etmek i¢in, primer konsantrasyonunun ve diger reaksiyon
kosullarinin SYBR-PCR ve DC analizi iizerindeki etkisi sistemik olarak
degerlendirilmis ve optimize edilmistir. Dort ayrisma egrisi farkli primer CD2’ve C*’
konsantrasyonlar1 ile SYBR-PCR4'ln 4 farkli reaksiyonunu temsil etmektedir.
Grafikler, deney boliimiiniin sonunda sirasiyla yer almaktadir). Hem CD2 ‘hem de C’
icin optimize edilmis primer konsantrasyonu, erime noktasi 83,0 = 0,5°C'de berrak bir

pik olusturmak i¢in 0,125¢g / SOL olarak alinmistir.

Nispeten yeni sayilabilecek bir yaklagim olan SYBR-PCR yaklagimi, rutin PCR/agaroz
jel elektrofez yontemi ile de calismamiz igerisinde karsilastirilmistir. Agaroz jel
elektrofezinden elde edilen PCR iiriinlerinden bant goriiniimii elde edilememistir ancak

SYBR-PCR yonteminde yaklasik 20 kat daha verimli sonug¢ elde edilmistir (Grafikler
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calismanin sonunda yer almaktadir). Sekil 4.1- Sekil 4.5'te gosterildigi gibi.

Son olarak 120 adet DNA numunesi, 4 farkli SYBR-PCR/DC analiz teknikleri ile test
edilmistir. Sonuclar mPCR/jel elekrofez yontemi ile tutarli ve tistelik daha duyarlhidir.
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Sekil 4.1 SEA/pozitif ve SEA/negatif DNA 6rneklerinin SYBR-PCRI1 ile mplifikasyon
grafigi. Sol taraf amplifikasyonu sag taraf DC verilerini gostermektedir
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a- Pozitif DNA'lar
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Sekil 4.2 a/Pozitif ve a/Negatif (a/3,7) DNA Numunelerinin amplifikasyon ve DC
grafigi. Sol taraf amplifikasyonu sag taraf DC verilerini gostermektedir
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a- Pozitit DNA'lar
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Sekil 4.3 a/Pozitif ve a/Negatif (a/4.2) DNA Numunelerinin amplifikasyon ve DC
grafigi. Sol taraf amplifikasyonu, sag taraf DC verilerini géstermektedir
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Sekil 4.4 SYBR-PCR4'te kullanilan primerlerin konsantrasyonlarinin DC {izerindeki
etkisi. Primer CD2' ve C"konsantrasyonlar1 sirasiyla (A) 0,10ng, (B)
0,125ng, (C) 0,150ng ve (D) 0,175ng
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Sekil 4.5 DC (C) analizinin hassasiyetlerinin SYBR-PCR4 reaksiyonundan (B) sonra

agaroz jel elektroforezi (A) ile karsilastirilmasi. P206-bp DNA'nin orijinal
kopya sayist: (1) 1,60 x 10°, (2) 1,60 x 10%, (3) 1,60 x 10%, (4) 1,60 x 10% (5)
1,60 x 10, (6) 1,60 x 1 6D: Standart Egiris. M (A): ’a6’cbDNA/ Hind
pnEcoRp
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Cizelge 4.1 Genotipleme sonuglari ile 120 DNA numunesinin teshisi. 4 SYBR-PCR ve /

DC ve mPCR Sonuglari
SYBR- SYBR- SYBR- SYBR- mPCR ile Vaka
PCR4 83 + PCR2 PCR3 83+1 | PCR1 81%1 | test edilen sayisl
1°C206bp | 82,5¢1°C | °C1,65kb | °C0,8kb genotipler
1,9 kb
- - - + SEA/SEA 3
- - + + SEA/a 18
- + - + SEA/a 12
+ - - + SEA/aa 8
+ - - + SEA/aa 9
- + - - a/a 4
- - + - a/a 4
- + + - a/a 10
+ - + - a/aa 18
+ + - - a/aa 24
+ - - - a/aa 10
TOPLAM 120
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5. TARTISMA VE SONUC

Calismamizda, talaseminin genetik molekiiler incelemesi gergeklestirilmistir. Delesyon
allelleri i¢in hizl1 ve gilivenilir bir yontem olarak SYBR-PCR yontemi tercih edilmis
sonuglar klasik PCR yontemi ile karsilastinlmistir. SYBR-PCR ile DC analizi
birlestirilerek sonuglar yorumlanmistir. DC'den elde edilen erime noktast sicakligi
kesme degerinde karakteristik bir pike dayali olarak pozitif delesyon alel
tanimlanmistir. DC'nin sekli ve konumu, erime sicakliinda 2°C'den daha az ayrilan
amplifikasyon triinlerini ayirt etmek i¢in kullanilabilen GC / AT oraninin, uzunlugunun
ve dizisinin islevleridir. Gergekten de, SYBR-PCR g¢iktilarinin dort erime noktasi degeri
arasindaki fark 2°C'nin altindaydi, ancak bunlar SYBR-PCR reaksiyonlarinin her biri
icin ¢ok spesifikti ve ek olarak sirasiyla 4 adet SYBR-PCR 4 ayn tiipte
gerceklestirilmistir.  Ideal kosullar altinda saptanabilir baska hicbir spesifik olmayan
amplifikasyon iiriinii ve primer dimmer gozlenmemistir. Amplifikasyon grafigi ve CT,
PCR'nin pozitif olup olmadigin1 belirlemek ve gerekirse orijinal sablon kopya
numarasinin kantitatif bir sonucunu vermek i¢in kullanilabilir. a-globin gen kiimesi ¢ok
yiiksek bir GC igerigine ve bircok homolog bdlgeye sahip oldugundan, a-3.7 alleli
saptamak ic¢in kullanilan SYBR-PCR2'deki spesifik olmayan amplifikasyon iirliniinii
tamamen ortadan kaldirmak imkansizdir. Aslinda SYBR-PCR2'de kullanilan a2F ve B”’
primer c¢ifti, test edilen 4 primer c¢ifti kombinasyonu arasinda en 1iyisi olarak
gozlenmistir. A-3.7 pozitif ve negatif gruplarin her ikisinde de ayrigma egrisinde bazi
spesifik olmayan amplifikasyon {iriinleri bulunmasina ragmen, egri sekilleri acikc¢a
farkli olarak gozlenmistir. 3.7 pozitif grup, 83 + 1 °C'de 20 degeri olan bir pik
gosterirken, negatif grup ayni erime sicakliginda pik gostermemektedir. Dolayisiyla, a-
3.7 alel i¢in ¢ok giivenilir bir teshis sonucu, SYBR-PCR2 ve ardindan DC analizi
kullanilarak elde edilebilmektedir. Bu prosediir giivenilir ve uygun maliyetli olup, PCR
sonrasi iglemi ortadan kaldirir, PCR {iriinii tasima kontaminasyonunu Onler, prob
gerektirmez ve yiiksek verimlidir. Bu SYBR-PCR tabanli yontem, giiney Irak’ta ve
bolgede her tiir delesyon a/b- talasemi igin rutin klinik tani i¢in mevcut alternatif bir
teknoloji olabilir. Asagidaki gibi yapilan ¢aligmalarla elde edilen sonuglar arasindaki
farkla ayniydi. Son birkag yilda, tiim genom analizi varyasyon 6lgegini ortaya ¢ikarmayi

gorliniiste normal bireylerde insan genomu (Lupski and Stankiewicz 2005, Giin 2010).
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In thisstudy, Bu calismada, ¢alisma ile aynidir Cinli bir aileden, -a3.7 / - SEA ve SEA
HbH hastalig1 olan hastalarin fenotiplerine benzer sekilde hafif anemi ve hafif bir innHb

diisiisli gosteren bir proband arastirdikmaktadir.

PCR sirasinda biriken PCR iirliniinii tespit etmek i¢in Applied Biosystems™ SYBR™
Yesil boya (dsDNA baglayict boya) kullanmaktadir. PCR sirasinda biriken hedefi tespit
etmek icin hedef gene 0zel bir florojenik prob kullanmaktadir. Cizelge 5.1'de
gosterildigi gibi.

Cizelge 5.1 Ozellikler iki aralik igerir (Orta ve Yiiksek).

Ozellikler Orta Yiiksek
Hassasiyet-diisiik kopya sayisi Degisiklikler 1-10 kopya
Yeniden iiretilebilirlik Orta Yiiksek
Cogullama v
Onceden tasarlanmis testler v

Tipik olarak kullanici tasarimi, y
deneysel optimizasyon gerektirir A

Yiksek miktar

Gen ifadesi Diistik miktar tayini .
tayini
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5.1 Sonu¢

120 hasta numunesi iizerinde yaptigimiz ¢aligmayla, farkli deniz alelleri a ve aa i¢in
SYBR-PCR ig¢in farkli pozitif ve negatif sonuglar veren bir¢ok silme alani belirledik,
burada sonuglar Cizelge 4.1 allellerinde gosterildigi gibidir. Deniz / a / deniz, deniz,
SYBR-PCRI1 81 + 1°C 0,8kb pozitif ve a / aa, SYBR-PCR1 81 + 1°C 0,8 kb negatiftir.

Daha fazla allel ve daha genis pcr yontemleri incelenecektir.

Sicaklik, c¢ift sarmalli DNA'nin (dsDNA) niikleik asit yapisimi etkiler. Erime sicakligi
(Tm), DNA ipliklerinin yarisinin rastgele sarmal veya tek iplikli (ssDNA) durumda
oldugu sicaklik olarak tanimlanmaktadir. Tm, ONA molekiiliiniin uzunluguna ve onun
spesifik niikleotid dizisine baghdir. DNA, iki ipliginin ayrigmis oldugu bir
durumdayken (Le., dsSDNA molekiilii iki bagimsiz iplik olarak bulunur), yiiksek sicaklik

tarafindan denatiire edilmis olarak adlandirilmaktadir.

DNA erimesi olarak da adlandirllan DNA denatlirasyonu, ¢ift sarmalli
deoksiriboniikleik asidin ¢oziildiigli ve bazlar arasindaki hidrofobik istifleme
cekiciliklerinin kirilmasiyla tek sarmalli sarmallara ayrildig siirectir. Hidrofobik etkiye
bakmaktadir. Her iki terim de bir karigim 1sitildiginda meydana gelen siirece atifta
bulunmak i¢in kullanilir, ancak "denatiirasyon", formamid veya tire gibi kimyasallar

tarafindan indiiklenen DNA ipliklerinin ayrilmasini da ifade edebilmektedir.

DNA denatiirasyonu siireci, DNA'min  bazi yonlerini analiz etmek igin
kullanilabilmektedir. Sitozin/guanin baz eslesmesi genellikle adenin/timin baz
eslesmesinden daha giiclii oldugundan, bir genomdaki ("GC igerigi" olarak adlandirilir)
sitozin ve guanin miktari, genomik DNA'min eridigi sicaklik dlgiilerek tahmin edilebilir.

Daha yiiksek sicakliklar, yiiksek GC igerigi ile iligkilidir.

DNA denatiirasyonu, iki farkli DNA dizisi arasindaki dizi farkliliklarii saptamak igin
de kullanilabilmektedir. DNA 1sitilir ve tek iplikli duruma denatiire edilir ve karisim,

ipliklerin yeniden hibritlesmesine izin vermek i¢in sogutulur. Benzer diziler arasinda
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hibrit molekiiller olusur ve bu diziler arasindaki herhangi bir farklilik, baz eslesmesinin
bozulmasina neden olmaktadir. Genomik bir dlgekte, yontem, aragtirmacilar tarafindan
DNA-DNA hibridizasyonu olarak bilinen bir siire¢ olan iki tiir arasindaki genetik
mesafeyi tahmin etmek i¢in kullanilmistir. DNA'min tek bir izole bolgesi baglaminda,
denatiire edici gradyan jeller ve sicaklik gradyan jelleri, sicaklik gradyan jel
elektroforezi olarak bilinen bir islem olan iki dizi arasindaki kiigiik uyumsuzluklarin

varligini tespit etmek i¢in kullanilabilmektedir.

Erime sicakligima dayali DNA analizi yontemleri, altta yatan diziyi incelemek icin
proxy olma dezavantajina sahiptir; DNA dizilimi genellikle daha dogru bir yontem

olarak kabul edilmektedir.

5.2 Oneriler

1. Hem erkekler hem de kadinlar i¢in evlilik dncesi talasemi testleri yapmak.

2. Tim hastalar i¢in epidemiyolojik istatistiklerin bulunmasi.

3. Talasemi teshisi i¢in gelismis cihazlar saglamak.

4. Tip alfa talasemili hastalarin mekanistik bdlgelerindeki mutasyonlarin varligi

konusunda polarize ¢aligmalar yapilmasi.
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