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OZET

Amag: Tezimizin amaci; beta talasemi major (B-TM) hastalarinda kromatin
remodelingini ve HbF diizeyini etkileyen modifiye edici SALL2 geni baglanma

motiflerindeki mutasyonlari taramaktir.

Yontem: Projemiz, Antalya Egitim ve Arastirma Hastanesi Adem Tolunay Talasemi
ve Kan Hastaliklar1 Merkezi’ne basvuran, -TM tanisi konulan, beta-globin gen
mutasyonlar1 tanimlanmisg 100 hastada planlandi. HbF’i normal 10, HbF’i yiiksek
olan 66, toplam 76 hastada gerceklestirildi. Periferik kandan genomik DNA
izolasyonunu takiben, SALL2 geni baglanma motifine 0zglin primer ¢iftleri
kullanilarak, PZR yontemiyle ilgili gen bolgeleri ¢ogaltildi. Sanger dizileme yontemi
ile mutasyonlar tarandi. Elde edilen sonuglar NCBI (National Center for

Biotechnology Information) veritabanina gore analiz edildi.

Bulgular: Calisilan B-TM 76 hastanin 32’si erkek, 44’1 kadindi. HbF’1 yiiksek olan
hastalarin ortalama HbF diizeyleri 10.1 gr/dl idi. U¢ PZR amplikonu olarak calisilan
ve HbF’i modifiye eden SALL2 geninde, D1 ve D3 domainlerde (motiflerinde)
mutasyon bulunmazken, ikinci domainde (D2) rs61746515 (C>T) .18721G>A
(Gly744=) degisimi; 63(%95.46) hastada GG, 3(%4.54) hastada GA (9.18725C>G
p.Gly 746Arg), tespit edildi. rs1263810 (g.18725C>G, p.Gly 746Arg) varyasyonlu
toplam 66 hastada; CC, CG, GG genotipleri sirasiyla %9,09, %51,51 ve %39,39
siklikta bulundu.

Sonug¢: Calismamizda, Tiirk toplumunda ve diinyada HbF’i yiiksek olan B-TM
hastalarinda ilk defa ve DNA dizileme ile tespit edilen SALL2 geni baglanma
motifinde rs1263810 (C>G) (Gly746Arg) varyasyonu gosterildi. Amino asit
degisimine neden olan bu varyasyonun HbF’in diizenlenmesinde ve SALL2’in
kromatin remodelinginde ©nemli olabilecegini, HbF indiiksiyonunda diger
transkripsiyon faktorleri KLF1, BCL11A ile birlikte incelenmesi gerektigini ortaya
koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: Talasemi major, HbF, Modifiye edici gen, SALL2



ABSTRACT

Objective: The aim of our thesis is to detect mutations in the domains and the SALL2
genetic binding motifs of modifying effect on chromatin remodeling and affecting

HbF levels in beta thalassemia major patients(p-TM).

Method: Our project was planned with 100 patients from Antalya Education and
Research Hospital Adem Tolunay Thalassemia and Blood Disease Center, diagnosed
with B-TM, defined as beta-globin gene mutations. Our project was carried out in a
total of 76 patients; 10 and 66 of them have normal and high HbF, respectively.
Following isolation of peripheral blood genomic DNA, gene regions related to the
PCR method were amplified using primer pairs specific to the SALL2 gene binding
motifs. Mutations were screened by Sanger Sequencing. The results were analyzed
according to the NCBI database.

Results: Of 76 patients with B-TM, 32 and 44 were males and females, respectively.
The mean HbF levels of the patients as found to be 10.1 gr/dl. While in the second
domain(2D) (D2), rs61746515 (C>T) 9.18721G>A (Gly744=) was found as GG in
63(95.46%) patients and GA 3(4.54%) patients and rs1263810 (C>G) (g.18725C>G
p.Gly746Arg) variations was found that this variation, g.18725C>G, as CC, CG and
GG genotypes were found in 6(9,09%), 34(51,51%) and 26(39,39%) in the 66
patients. Mutations were not found in the first(D1) and third(D3) domains in the

SALL2 gene, which worked as three PCR amplicons and modified HbF.

Conclusion: We concluded that rs1263810 (C> G) variant (Gly746Arg) in the
SALL2 gene binding motif detected by DNA sequencing for the first time in B-TM
patients with high HbF in Turkish population may be important in the regulation of
HbF and chromatin remodeling of SALL2. In the studies of HbF induction, SALL2
should be examined together with other transcription factors such as KLF1 and
BCL11A.

Key words: Thalassemia  major, HbF, Modifier gene,  SALL2
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GIRIS

Beta(B) talasemi hemoglobinopatilerden olup, diinya ¢apinda en yaygin goriilen,
otozomal resesif kalitilan tek gen hastaliklarindan biridir (Weatherall ve Clegg,
2001). Eriskin hemoglobin yapisinda iki alfa ve iki beta globin zincirleri yer alir. iki
beta zincirinin az sentezlenmesi (B*) ya da hi¢ (B°) sentezlenmemesi durumu beta
talasemiye neden olmaktadir (Cao ve Galanello, 2010). Beta zincir sentezindeki

dengesizlik stabil olmayan kan hiicresi olusumuna ve hemolitik anemiye yol agar

(Abolhasani Foroughi ve ark., 2015) .

Beta talasemide; hastaligin klinik bulgularimin genis yelpazede olmasi, farkli
fenotipik gruplar1 ortaya cikarir. Bu klinik farkliliklar, genellikle hastaligin
asemptomik formu olan beta talasemi mindrden ciddi formu olan transfiizyon
bagimlis1 beta talasemi majore (B-TM) kadar fenotipleri icermektedir. Bu fenotipler;
beta talasemi mindr, beta talasemi intermedia (B-TI) ve beta talasemi major (B-TM)
olarak smiflandirilirlar. Bu klinik siniflandirma, beta globin geni mutasyonlarinin

homozigot ya da bilesik (compound) heterozigot formlarindan kaynaklanir.

Beta talasemi minér klinik olarak normal fenotipte olup bazi bulgular var ama
hastaliktan etkilenmezler, tasiyict konumdadirlar. B-TI ise, beta talasemi minér ve p-
TM arasinda klinik fenotipe dayanan hastaligin bir formudur. Genellikle B-TM
klinigine kiyasla hafif klinik ve ciddi hemolitik anemi olur. B-TI, transfiizyon
bagimsiz talasemi formu olmasina ragmen, bazi hastalar ara sira kan transfiizyonuna
ithtiya¢ duyar. Onlar da B-TM gibi yasam kalitesini arttirabilmek i¢in dikkatli tibbi
miidahaleye gerek duyarlar (Taher ve ark., 2010; Taher ve ark., 2011; Karimi ve ark.,
2014).

Beta talaseminin B-TM fenotipinde ise genellikle yasamin ilk yillarinda ciddi
hemolitik anemi goriiliir. Bu bireyler hasta bireyler olup, diizenli kan transfiizyonu,

demir selasyonu ve dikkatli tibbi miidahale gerektirirler (Karimi ve ark., 2014).

Ayn1 mutasyon tipine sahip olan beta talasemi major hastalarinda, hematolojik
parametreler, klinik siddet ve hastaligin seyri farklilik gostermektedir. Bu klinik
seyir, hemen hemen asemptomik bulgular ile yasami tehdit edici durumlar arasinda

degismektedir (Somervaille, 2001). Bu klinik ¢esitlilik, hastaliktan sorumlu genler

1



tizerine etkili olan, genomdaki diger modifiye edici (modifier) genlerden
kaynaklanmaktadir (Lettre, 2012; Liu ve ark., 2014; Thein, 2013).

Artan HDF seviyesi ve eslik eden a-talasemi, p-talaseminin klinik ve hematolojik
siddetini degistirebilen iki ana modifiye edici parametredir (Galanello ve ark., 2009;
Higgs ve ark., 2012 ; Thein, 2013).

Glinlimiizde yapilan aragtirmalarla, HbF seviyesini etkileyen birincil modifiye edici

genlere yeni aday genler ilave edilmektedir.

Shechan, Crosby ve arkadaslarimin (2014) beta-globin zincirinde kodon 6
(GAG>GTG)’daki A-T mutasyonu sonucu olusan HbS varyant: ile karakterize orak
hiicre anemili (OHA) hastalarda tiim ekzon taramasinda, SALL2 (spalt like
transcription factor) genindeki P840R varyantina sahip hastalarda, hidroksiiire
(HU)’ye yanit olarak HbF seviyesindeki degisimin arttig1 gosterilmistir (Sheehan ve
ark., 2014). Bu nedenle SALL2 geni, yeni bir modifiye edici gen olarak
tanimlanmistir. SALL2 modifiye edici geni, bugiine kadar beta talasemi major

hastalarinda aragtirllmamastir.

Bu arastirmamizda farkli HbF diizeyine sahip beta talasemi major hastalarinda
SALL2 geninin modifiye edici 6zelligi ve HbF diizeyi ile iliskisini gdstermek icin

SALL2 geni baglanma motifinde mutasyon taranmasi1 amaglanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kanin Yapisi ve Ozellikleri
Kan; c¢esitli hiicrelerden(lokosit, eritrosit, trombosit) ve akiskan sivi plazmadan
olusup damar ag1 igerisinde dolasan kirmizi renkli sivi bir dokudur. Normal erigkin

bireyin viicut agirliginin ortalama 1/13’linii olusturmaktadir.

Kan dokusunu olusturan plazma kan hacminin %55’ini kan hiicreleri ise kan
hacminin  %45’ini olusturmaktadir. Plazma igerisinde su, organik ve inorganik
maddeler yer alir. Kan hiicreleri ise eritrositler, lokositler, trombositlerden

olusmaktadir.

Kanin ana gorevleri; oksijen ve karbondioksit gazlari, hormonlar, metabolik {iriin
atiklari, inorganik ve organik maddelerin doku ve organlara taginmasini
gerceklestirmek, Sahip oldugu kan hiicrelerinden I6kositler araciligiyla viicut
savunma sistemine yardimci olmak ve kemik iligi ile birlikte viicut homeostazini

saglamaktir.

2.1.1. Kan Hiicreleri

Kan hiicreleri kemik iliginde bulunan pluripotent kok hiicrelerin boliiniip ¢ogalmasi
ve farklilasmasi ile olusur. Koken aldiklar1 pluripotent kok hiicrelerinden iki major
oncii hiicre gruplart olusur. Birinci 6ncii hiicre grubu lenfoid kok hiicre (T ve B
lenfositler), ikinci oncii hiicre grubu myeloid kok hiicre (eritrositler, monositler,

graniilositler, tombositler)’dir.

Lokositler

Beyaz kan hiicreleri (akyuvarlar) de denilmektedir. Viicut savunma sisteminde
gorevlidir. Bunlar ¢ekirdekli olup hiicresel organellere sahiptirler. Saglikli bir bireyin
Imm?® kaninda yaklasitk 7000 18kosit bulunur. L&kositlerin en 6nemlileri;
graniilositler, lenfositler, monositlerdir. Lokositlerin en fazlasini graniilositler en
azin1 monositler olusturur. Lokositler koken aldiklar1 6ncii hiicre gruplarina bagh
olarak lenfoid ve myeloid kok hiicre kaynaklidir. Graniilositler ve monositler
myeloid kok hiicre kaynakli, lenfositler lenfoid kok hiicre kayanaklidir. Graniilositler
ve monositler insan postnatal yasaminda kemik iliginde tretilirken, lenfositler kemik

iligi ve timusta iiretilmektedir.



Trombositler

Kan hiicrelerinin en kii¢iik hiicreleridir. Saglikli bir bireyin 1mm?® kaninda 150-
300bin civarinda trombosit bulunur. Omiirleri yaklasik 7-10 giindiir. Kan damarlarin1
cevreleyen endotel hiicrelerinde herhangi bir hasar ya da yaralanma gergeklestiginde

trombositler bu hasarli/yarali bolgeye giderek trombosit tikact olustururlar.

Eritrositler

Cinsiyete bagh olarak eriskin erkeklerin 1mm?® kaninda 4,5-6 milyon, eriskin
kadmlarm 1mm?® kaninda 4-5 milyon civarinda eritrosit bulunmaktadir. Kemik
iliginde tretilirler. Kemik iliginde tiretildikten sonra periferik kana gecerek cekirdek
ve bazi organellerini kaybederek olgunlasirlar. Olgun eritrositlerin ¢ekirdekleri ve
diger hiicresel organelleri bulunmamaktadir.  Ortalama Omiirleri 120 giindiir.
Eritrositlere  kirmizi rengi veren sahip olduklart hemoglobin molekiiliidiir.
Hemoglobin molekiilii araciligiyla solunum gazlarinin taginmasi gergeklesir.
Eritrositlerin sitoplazmasinda %97 oraninda hemoglobin bulunur. Hemoglobin
eritrositlerin mekanik 6zelliklerinin belirlenmesinde elzem bir faktordiir. Eritrosit
hemoglobin konsantrasyonundaki (MCHC) artis eritrosit seklinin degismesine neden

olur.

2.2. Hemoglobin Yapisi ve Ozellikleri

Hemoglobin(Hb); yiiksek organizmalarin optimal oksijen homeostazi ve asidik
metabolik atik iriinlerin tamponlanmasi i¢in gerekli olan ve alyuvar hiicrelerinde
bulunan tetramerik proteindir. Eriskin hemoglobinin yapis1 incelendiginde 2 alfa ve 2
beta globin zincirleri olmak iizere dort alt birim olan protein kismi, demir elementi
iceren bir prostetik grup “hem” bulundurur. Her bir globin alt birimi, proteinin dis
yiizeyi lizerinde bulunan hem (ferroprotoporfirin IX) ile kararli bir bag olusturur.
Hem demir elementi igerip hemoglobinin prostetik grubunu olusturur (Sekil 2.1).
Kirmizi kan hiicrelerinin sitosoliindeki oksijen, hem’deki demir atomlarina geri
doniisiimlii bir sekilde baglanabilir. Ayrica, hem'in girdigi hidrofobik yarik Fe*?
hem’e demirinin oksidasyona karsi oksijen baglayamayan Fe*¥e Kkarst

koruyabildigini gostermistir (Forget ve Bunn, 2013).



Demir Hem
gurubu

Hemoglobin molekiilii (Fe)

« zinciri

KmLm Kiire
(Eritrosit)

B zinciri o zinciri
Polipeptid molekiiliin helikal sekli

Sekil 2.1. Hemoglobin molekiikiiniin yapist (http://www.hemoglobinopatiler.com, Erisim Tarihi:
23Mart 2017)

2.2.1. Gelisim Siirecine Bagh Olarak Hemoglobin Cesitleri

Insanin gelisim siiresince, globin gen ekspresyonlar: genetik kontrol altinda
gerceklesir. B globin gen kiimesindeki genlerin ekspresyonu i¢in iki anahtar eslik
eder. Bu anahtarlardan birincisi erken gestasyonel déonemde, embriyonik globinden
fetal globin sentezini, ikincisi doguma yakin déonemde fetal globinden erigkin globin

sentezinin ger¢eklesmesini kontrol eder (Bauer ve ark., 2012)(Sekil 2.2).

Intrauterin dénemin ilk 8 haftasinda yapilan hemoglobinlere embriyonel hemoglobin
[Gowerl(£2e2), Gower-2(aze2) ve Portland (C2y2)] denir. Dokuzuncu haftasindan
sonra baskin hemoglobin, fetal hemoglobin [HbF(o2y2)]dir. Dogumdan sonra HbF
miktar: giderek azalir ve 1 yagindan sonra da %2’nin altina iner. Erigskin hemoglobin
HbAL (02P2); fetal hayatin 1. ayindan sonra gériilmeye baglar ve dogumda toplam
hemoglobinin %30’unu, dogumdan 2 ay sonra %50’sini ve 6. aydan sonra yaklasik
%95’ini olusturur. HDA2 (0202) ise dogumdan hemen sonra goriilmeye baslar ve
%1,5-3,5 gibi diisiik seviyede yasam boyu devam eder. Eriskinlerde hemoglobinin
%95’ini HbA1 (02B2), %2-3’iinii HbA2 (0:262) ve %1°den azin1 HbF (02y2) olusturur
(Higgs ve ark., 2012)(Sekil 2.2).



Vitellus Kesesi Fetal Karaciger Kemik iligi

o

6

100
g ] Y ‘»
IN
E 60
o /
Z ]
m
Qo
—
&}
20
e —
T e (e e T ) | o == ; | e [ S |
0 3 6 9 12 15

GEBELIK ONCESI ve SONRASI AYLAR

Sekil 2.2. Embriyonik siirece bagh olarak degisen globin zincirleri (Bauer ve ark., 2012). Orjinal
sekilden modifiye edilmistir.

2.3. Beta Globin ve Alfa Globin Genlerinin Genomik Yerlesimi

Hemoglobin; gelisim siirecine bagl olarak, farkli globin zincirleri igeren molekiiler
bir diizenlenme gosterir. Bu diizenlenme farkli iki gen kiimesinin globin zincirlerini
icerir. Bunlardan birinci gen kiimesi o gen kiimesi olup, 16 numarali kromozomun
16p13.3 bolgesinde bulunmakta ve embriyonik £ gen, eriskin al ve a2 genlerini
icermektedir. Ikinci gen kiimesi ise P gen kiimesidir. 11 numarali kromozomun
11p15.5 bolgesinde yerlesmektedir. B gen kiimesi embriyonik e, fetal Gy ve %y,
erigkin d ve 3 genlerini igerir (Sekil 2.3)

~HBE8  11p155

A) HSS 4 3 2 1 € Gy Ay ym 3 B
i

v

HOA % HBA 16pter
HS-40 22 L1wo wo 2ul © /
» ot 00000 =

-14gen

Sekil 2.3. A) Beta gen kiimesi B) Alfa gen kiimesi (Cao ve Galanello, 2010). Orjinal sekilden
modifiye edilmistir.

2.3.1. Beta Globin Gen Kiimesinin Kontrolii

Beta globin lokusunun transkripsiyonu “cis-acting” ve “trans-acting” faktorlerin

etkilesimleri ile gerceklesir. Cis-acting faktorler, BLCR(Locus Control Region)



tizerinde ekilidir. Trans-acting faktorler ise; transkripsiyon faktorleri ve kromatin

yeniden diizenlenme aktivitesi lizerinde etkilidir.

B globin LCR; B globin dizisinin 5’ ucunda yer alir. Normal seviyede globin geni
transkripsiyonun gergeklesmesini saglar. 5’ u¢ta bulunan LCR 5 tane Dnaz
hypersensitive(HS) bolgeye sahiptir. HS bolgeler nukleozom olusumundan kagarlar.
Dolayisiyla kromatin yapida bu HS bolgeler transkripsiyon faktorlerinin etkilesime
girebilmesini saglar. Ayrica [ globin gen dizisinin 3’ucunda bir tane HS bolgesi

vardir(Sekil 2.4) (Levings ve Bungert, 2002).

Embriyonik Fetal Erigkin

Sekil 2.4. insan B-globin lokusu A) 11 numarali kromozom iizerindeki B-globin lokusu kromatin
icinde paketlenmis B) B-globin grubu LCR ve hypersensitive(HS) bolgelerin linear haritalanmasi
(Bank, 2006) Orjinal seklinden modifiye edilmistir.

2.4. Hemoglobinopatiler

Yasamsal 6neme sahip olan kanin 6nemli kismini eritrositler, eritrositlerin dnemli bir
kismin1 ise hemoglobin molekiilleri olusturmaktadir. Hemoglobinin yapisinda
bulunan globin zincirlerinin, dolayisiyla hemoglobinin diizensizlikleri genelde
hemoglobinopatiler olarak isimlendirilirler. Hemoglobinopatiler, diinyada en sik
goriilen hastalik grubunu olusturmaktadirlar ve diinya populasyonunun yaklasik
%7’si bir globin gen mutasyonu tasiyicisidir (Weatherall ve Clegg, 2001). Bir¢ok
ilkede kontrol altina alinan hemoglobinopatiler, diinyanin ve {ilkemizin en 6nemli
saglik sorunu olarak yerini korumaya devam etmektedir. Hemoglobinopatiler tek gen
hastaliklar1 olmasma karsin, genis klinik ve hematolojik varyasyon ile
karakterizedirler. Hemoglobinopatilerdeki bu varyasyonun temelinde de hemoglobini
olusturan  farkli globin zincirlerinin  genetik  varyasyonlar1  yatmaktadir.

Hemoglobinopatiler, diinyada en sik goriilen hastaliklardan olup, belli cografik
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bolgelerde sik goriilmektedir. Globin zincir sentezlerinin yoklugu veya azalmasi ile
karakterize olan hemoglobinopatiler, genellikle iki grup altinda; talasemiler ve

yapisal hemoglobin varyantlar1 (anormal hemoglobinler) olarak siniflandirilirlar

(Kohne, 2011).

2.4.1. Talasemiler

Talasemilerin en iyi tanimlanan tipleri; a, B, v, 8, 0P ve €yop talasemilerdir (Kohne,
2011). Sik goriilen talasemiler alfa ve beta globin zincir sentezi dengesizligi ve
anemi gibi belirgin 6zelliklere sahip olan alfa ve beta talasemilerdir. Talasemi ile
iliskili 400’den fazla mutasyon tanimlanmistir. En yaygin iki talasemi sendromu ise
alfa ve beta talasemiler seklindedir. Sadece alfa ve beta globin zincirlerine bagl
varyasyonun temelinde, 1650’den fazla farkli mutasyon yatmaktadir (Weatherall ve
Clegg, 2001; Williams ve Weatherall, 2012).

2.4.2. Alfa Talasemi

Hemoglobin molekiiliiniin yapisinda bulunan alfa globin zincir sentezindeki azalma
sonucu alfa talasemiler meydana gelmektedir. Alfa globin zincirleri, 16 nolu
kromozomun kisa kolunda, 16p13.3’de yer alan (5’-C-ya2-yoal-a2-al1-6-3’) al ve
a2 genleri tarafindan sentezlenmektedir. Her alelde iki alfa globin geni olmak iizere
bir insanda toplam dort tane alfa globin geni (ao/oa) bulunmaktadir. Alfa globin
zincir sentezinin yeterli olmamasi durumunda yiiksek oksijen affinitesine sahip P ve
v4 homotetramerleri olusur. Homotetramerler etkisiz oksijen tasiyicilaridir. Ba ve ya
oksitlendiginde c¢okelir. Eritrosit membran yapisini bozarak eritrosit hiicresinin

yasamini kisaltir.

2.4.3. Beta Talasemi

Beta talasemi, genomda 11 numarali kromozomun 11p15.5 bolgesinde yerlesen ve
bireyde iki kopya gen ile karakterize siklikla nokta mutasyonlarla ortaya gikan,
tasiyici, intermedia ve major fenotipi ile klinik yansimasi en sik goriilen
hemoglobinopatilerden biridir. Hemoglobinopatiler daha ¢ok talasemilerle anilmakta,
sistemik hastalik olmalar1 nedeniyle de bir¢ok genin isleyis bi¢cimi etkilenmekte ve
birgok gen de klinik gidisat1 ve isleyisi modifiye edebilmekte, hastaligin fenotipini
degistirebilmektedir (Harteveld ve Higgs, 2010; Higgs, 2013). Beta globin zincir
sentezinin yeterli olmamasi durumunda eslesmemis alfa globin zincirleri ¢okelir. Bu

¢okelme eritroid Onciillerin olgunlasmasini bozar ve etkisiz eritropoeze neden olur.



Kemiklerde ve diger organlarda yayilmis hematopoez ile anemi ve eritroid onciillerin

genislemesi meydana gelir.

Beta Talasemi Epidemiyolojisi

Beta(B) talasemi hemoglobinopatilerden olup, diinya capinda en yaygin goriilen,
otozomal resesif kalitilan tek gen hastaliklarindan biridir. Akdeniz, Orta Dogu,
Transkafkasya, Orta Asya, Hint Altkitas1 ve Uzak Dogu populasyonlarinda yiiksek
prevalans gosterir. Ayrica nispeten Afrika kokenli populasyonda sik goriiliir. En
fazla insidans Kibris'ta (% 14), Italya Sardinya Adasi’nda (% 12) ve Giiney Dogu
Asya'da bildirilmektedir (Weatherall ve Clegg, 2001). Bu bdlgelerdeki beta
talaseminin yiiksek gen sikligi, Plasmodium falciparum malaria(sitma) sonucu
gelisen secilim baskist ile iliskilidir. Mevcut ya da ge¢mis sitma endemisine oldukca
benzer sekilde dagilim gosterir (Flint ve ark., 1998). Beta talasemi tasiyicilar
Plasmodium falciparum'un isgaline karsi nispeten korunmaktadir. Bununla birlikte,
populasyon gocii ve sinirli dlglide kole ticareti nedeniyle beta-talasemi Kuzey
Avrupa, Kuzey ve Giiney Amerika, Karayipler ve Avustralya’da da yaygin olarak
goriilmektedir (Weatherall ve Clegg, 2001)

Beta Talasemi Klinigi

Eriskin hemoglobin yapisinda yer alan iki alfa ve iki beta globin zincirlerinin az (B*)
ya da hi¢ (B° sentezlenmemesi durumu beta talasemiye neden olmaktadir (Cao ve
Galanello, 2010). Beta talaseminin Kklinik siddeti, alfa globin ve alfa olmayan globin
zincirleri arasindaki dengesizligin boyutuyla ilgilidir. Alfa olmayan globin zincirleri,
beta globin zincirlerine ek olarak, HbF( a2y2) spesifik bir komponenti olan gama
zincirlerini de igerir ve normal bireylerde az miktarda bulunur. Beta talasemi hastasi
bireylerde HbF degeri yiizde(%) olarak goreceli artmis ancak degisken miktarda
bulunmaktadir. Alyuvar hiicresi nciileri icerisinde, beta globin zincirleri azaldiginda
veya yok oldugunda, birlestirilmemis alfa zincirleri ¢okelir ve hiicre zarinin oksidatif
hasar1, boylece apoptoz gergeklesir (Cao ve Galanello, 2010; Rund ve Rachmilewitz,
2005; Somervaille, 2001).

Beta zincir sentezindeki dengesizlik stabil olmayan kan hiicresi olusumuna ve

hemolitik anemiye yol acar (Foroughi ve ark., 2015).



Beta talasemi hastaligin klinik bulgularinin genis yelpazede olmasi farkli fenotipik
gruplar1 ortaya ¢ikarir. Bu klinik farkliliklar, genellikle asemptomik formu olan beta
talasemi minorden ciddi transfiizyon bagimlist beta talasemi major (B-TM) kadar
fenotipleri icermektedir. Bu fenotipler; beta talasemi mindr, beta talasemi intermedia
(B-TI) ve beta talasemi major (B-TM) olarak smiflandirilirlar. Bu fenotipik
siniflandirma, beta globin geni mutasyonlarinin homozigot ya da bilesik (compound)
heterozigot formlarindan kaynaklanir. Beta talasemi minor klinik olarak normal

fenotipte olup, tastyici1 konumdadirlar.

B-TI, beta talasemi minor ve B-TM arasinda degisen derecelerde klinik siddeti olan
bir formudur. Genellikle B-TM klinigine kiyasla hafif klinik ve demir birikimi olur.
B-TI, transfiizyon bagimsiz talasemi formu olmasina ragmen, bazi hastalar ara sira
kan transflizyonuna ihtiya¢ duyar. Onlar da 3-TM gibi yasam kalitesini arttirabilmek
icin dikkatli tibbi miidahaleye gerek duyarlar (Karimi ve ark., 2014; Taher ve ark.,
2011).

Beta Talasemi Major Klinik Ozellikleri

B-TM fenotipinde genellikle yasamin ilk yillarinda ciddi hemolitik anemi goriiliir.
Etkin olmayan eritropoez sonucunda kemik iligindeki eritroid prekiirsor hiicrelerinin
yok edilmesi ile sonuglanir. Hasta bireyler olup, diizenli transfiizyon ve dikkatli tibbi

miidahale gerektirir (Karimi ve ark., 2014)

B-TM hastalarinda artmis kirmizi kan hiicrelerinin sayisi, diisiik ortalama eritrosit
hacmi (MCV) ve ortalama eritrosit hemoglobini (MCH) ile anemi bulunur. Periferik
kan yaymalari, mikrositoz (eritrosit hacimlerinin normalden kii¢iik olmasi) ve
hipokromi(normal diizeyden daha az hemoglobin tasiyan eritrositler)ye ek olarak,
anizosiyotik (eritrosit ¢aplarinda farklilik), poikilositoz (eritrosit sekillerinde
farklilik) ve g¢ekirdeklesmis kirmizi kan hiicreleri (diger bir deyisle eritroblastlar)
gosterir. Eritroblast sayis1 aneminin derecesine baglidir ve splenektomiden sonra

belirgin sekilde artar.

Hb paterni (seliiloz asetat elektroforezi veya yiiksek performansl sivi kromatografisi
[HPLC] ile) beta talasemi tiiriine gore degisir. Beta globin zincir sentezinin
olmamasiyla karakterize edilen beta-talasemi'de HbA yoktur, HbF% 95-98 ve
HbA2% 2-5'dir (Cao ve Galanello, 2010). B-TM bebeklerin gelisimi giderek
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azalmaktadir. Beslenme sorunlari, ishal, sinirlilik, tekrarlayan ates nobetleri ve
splenomegali nedeniyle karin biiyiimesi meydana gelebilir. Hb konsantrasyonu 95-
105 g/L minimum diizeyde saglayan diizenli bir transfiizyon programi baslatilirsa
bliylime ve gelisme 10-11 yasina kadar normaldir. 10-11 yasindan sonra, etkilenen
kisiler, selasyon tedavisine uyumlarina bagl olarak, post-transfiizyon asir1 demir
yikiiyle ilgili ciddi komplikasyonlar gelisme riski altindadir (Cao ve Galanello,
2010).

B-TM Kklasik klinik tablosu su anda yalnizca bazi gelismekte olan iilkelerde
gorilmekte olup, bu dilkelerde wuzun vadeli transfiizyon programlarinin
yuriitiilmesinde kullanilacak kaynaklar mevcut degildir. Tedavi edilmeyen ya da iyi
transfiize edilmemis bireylerin en belirgin o6zellikleri biiyiime geriligi, solgunluk,
saritlik, cildin kahverengi pigmentasyonu, kot kas yapisi, carpik bacak,
hepatosplenomegali, bacak iilseri, ekstramediiller hematopoezden kitlelerin gelisimi
ve eklem genislemesinden kaynaklanan iskelet degisiklikleridir. Bu iskelet
degisiklikleri, bacaklarin uzun kemiklerinin deformitelerini ve tipik kranyofasiyal
degisiklikleri (kafatasi patronlugu, belirgin malar boy, burun kopriisiiniin
depresyonu, goziin mongoloid egilimi ve maksillanin hipertrofisi) igerir. Ust disleri
aciga cikarma egilimindedir. Diizenli olarak transfiize edilmemis kisiler genellikle

otuz yasindan once 6liirler (Cao ve Galanello, 2010).

Ayn1 mutasyona sahip beta talasemi major hastalarinda, klinik siddet ve hastaligin
seyri farklilik gostermektedir. Bu klinik seyir, hemen hemen asemptomik bulgular ile
yasami tehdit edici durumlar arasinda degismektedir (Somervaille, 2001). Bu klinik
cesitlilik, genetik dis1 etkenler hastaliktan sorumlu genler {izerine etkili olan,
genomdaki diger modifiye edici genlerden kaynaklanmaktadir (Lettre, 2012; Liu ve
ark., 2014; Thein, 2013).

2.5. Modifiye Edici Genler

Son zamanlarda insan genom c¢alismalari, ayn1 mutasyonla ortaya c¢ikan tek gen
hastaligindaki klinik farkliliklarin, modifiye edici genlerden kaynaklandigini ortaya
cikardi (Nadeau, 2003; Haldane, 1941). Bugiine kadar tek gen hastaliklar
hemoglobinopatilerin genelinde oldugu gibi beta-talasemi major fenotipini de
etkileyen bir¢ok modifiye edici gen belirlenmistir. Beta talasemide modifiye edici

genler birincil ve ikincil modifiye ediciler olarak siniflandirilmistir. Birincil modifiye
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edici genler alfa(a)/a-olmayan globin zinciri oraninda dengesizlikleri tanimlar.
Birincil modifiye ediciler;

1. a-globin genotipi,
a-talasemi: Globin zinciri azalisi ve a-globin artigina bagli dengesizlik
Fazladan a-globin genlerin birlikte kalitimi (aoo/ , aooo/, ya da HBA gen
kiimesi duplikasyonu): Asiri a-globin sentezi ve globin zincir dengesizligi

2. B-globin genotipi(1 ya da 2 beta-zincirinin mutasyonu): Dogrudan -globin
geni etkilenir. Globin zincir dengesizligine neden olur.

3. HbF’i kontrol eden QTL (Quantitative Trait Locus)lerin (Menzel ve ark.,
2007), ornegin BCL11A[ B-cell CLL/lymphoma 11A (zinc finger protein)]
(Sankaran ve ark., 2009), KLF1[Kruppel-like factor 1 (erythroid)] (Gallienne
ve ark., 2012), HMIPEP[insan mitokondriyal intermedia peptidaz], Xmnl-
HBG2[gama globin geninde Xmn1 polimorfizmi] (Roy ve ark., 2012)SNP’ler
gibi: Artan y-zincirler asir1 a-globin ile birlikte globin zincir dengesizliginin
azalmasi

4. Ubikitin proteolitik yolundaki varyantlar1 iceren potansiyel modifiye ediciler:
asir1 a-globinin proteolizini tesvik eder.

5. a-hemoglobin stabilize edici protein(AHSP) (Sagar ve ark., 2015).

Ikincil modifiye ediciler hastaligin komplikasyon diizeyi ve tedavisi ile iliskilidir.

Ikincil modifiye ediciler;

e HFE (Hemokromatozis), Ornegin H63D varyanti,

e VDR (Vitamin D Reseptorii), COL1Al (Kollagen, tipl, alfal), COL1A2
(Kollagen tipl, alfa2), TGFB1 (Transforming Growth Factor Betal)
genlerindeki varyantlar,

e Apolipoprotein(APOE) &4,

e Glutatyon-S-transferaz M1,

e UGT1AL (UDP glukuronil transferaz-1 ailesi, polipeptid A1) promotorundaki
(TA)n polimorfizmi (Thein, 2013).

2.5.1. HBF Indiiksiyonu Saglayan Modifiye Edici Genler
Gilinlimiizde yapilan aragtirmalarla, HbF seviyesini etkileyen birincil modifiye edici

genlere yeni aday genler ilave edilmektedir.
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Sheehan, Crosby ve arkadaslarinin (2014) beta-globin zincirinde kodon
6(GAG>GTG,Glu>Val)’daki A-T mutasyonu sonucu olusan HbS varyanti ile
karakterize orak hiicreli anemili(OHA) hastalarda tiim ekzon taramasinda, SALL2
(spalt like transcription factor) geninde P840R varyantina sahip hastalarda,
hidroksitire’ye yanit olarak HbF seviyesindeki degisimin arttig1 gosterilmistir. SALL2
geni, yeni bir modifiye edici gen olarak tanimlanmistir. SALL2 modifiye edici geni,
yapilan detayl literatiir taramasinda, bugiine kadar iilkemizde ve diinyada beta

talasemi major hastalarinda arastirilmamastir.

2.5.2. SALL Gen Ailesi

SALL gen ailesi tiyeleri evrimsel olarak korunmus ¢oklu ¢inko parmak (multi-zinc
finger) transkripsiyon faktorlerini kodlar (de Celis ve Barrio, 2009). Bu
transkripsiyon faktorleri omurgali ve omurgasiz tiirlerde embriyonik gelisimde
fonksiyon gosterir. Insanda SALL gen ailesinin iiyeleri SALL1, SALL2, SALL3 ve
SALL4’diir. Filogenetik analizler SALL1 ve SALL3 in ortak atadan tiiredigini
gosterir. SALL1, iirogenital, ekstremite, anal ve kalp malformasyonlart ile iligkili olan
Townes-Brockes Sendromlu hastalarda mutasyona ugramistir (Kohlhase ve ark.,
1999; Marlin ve ark., 1998; Weerd ve ark., 1988). Bu sendromlu hastalarda simdiye
kadar hematopoezisde kusur gozlenmemistir. SALL1 ve SALL2, testisler,
yumurtaliklar ve bobrekler gibi beyin, i¢ kulak ve {irogenital sirt kaynakli yapilarin
gelismekte olan noroektoderminde ifade edilir. SALL3 gen iiriinii 18q delesyon
sendromlu hastalarda fenotipi etkileyebilir (Kohlhase ve ark., 1999). Son SALL gen
ailesi tiyesi SALL4 ise sahip oldugu mutasyon insanda Duane-radial ray sendromuna
yol agabilir (Al-Baradie ve ark., 2002)

Ozellikle SALL2 ve SALL4 genleri normal hematopoez ve lékomogenezde

transkripsiyon faktorii olarak roli vardir.

2.5.3. SALL2 GENI

SALL2 C-terminal dizisinde ¢inko parmak motifleri diger SALL gen ailesi iiyeleri ile
homolog degildir. Diger SALL iiyeleri farkli SALL-BOX bulundurmaz (Kohlhase ve
ark., 1996; Kohlhase ve ark., 2000). Bu da SALL2’nin ¢inko parmak motiflerinin
orijinin ayr1 oldugunu gosterir. Sal-2, Hsal2, HSAL2, p150(Sal2), KIAA0360 olarak
da bilinen insan SALL2 geni yirmi yil dnce izole edildi (Kohlhase ve ark., 1996).
Insanda SALL2 geni kromozom 14’iin q11.1-q12.13 bolgesinde lokalizedir. Fiziksel
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yerlesimi 21.989.233-22.005.337 bp arasinda 16.11Kb’lik lokusta yerlesmis olup, 2
Ekzon ve bir introndan olusur. Alternatif promotorlar1 P1 ve P2’yi kullanan iki olgun
transkripti tanimlanmistir (Kohlhase ve ark., 2000). P1 ve P2 promotorlarin
downstreaminde sirasiyla ekzonl(El) ve ekzonlA(E1A) ardindan ¢inko parmak
domainleri kodlayan ortak 2.ekzon yer almaktadir (Ma ve ark., 2001). P1 ve P2
alternatifli kullanimi sirasiyla 1007a.a’lik E1 ve 1005a.a’lik E1A olmak iizere iki
protein izoformlar1 bulunmaktadir. Her iki SALL2 izoformu i¢in ortak olan, ovaller
ile temsil edilen ¢inko parmak alanlar1 ve dikdortgenlerle temsil edilen P(prolin),
Q(glutamin), S(serin) ve E(glutamik asit) aminoasitlerince zengin motiflerdir. SALL2
izoformlart N-terminal ¢inko parmak domaini C2HC tipi; transkripsiyon
faktorlerinde tipik olarak glutamince zengin ikili ve tg¢lii ¢inko parmak bolgeleri
igerir (Sekil 2.5) (Hermosilla ve ark., 2017). SALL2 izoformlar1 N terminal
domaininde 25 aminoasit farklilik icerir. E1 izoformu niiklear lokalizasyon
dizisi(NLS) (Brameier ve ark., 2007) ve korunmus MSRRKQRKPQ represor
motifine sahipken E1A her ikisine de sahip degildir (Lauberth ve Rauchman, 2006).
E1 izoformu spesifik fonksiyonlar1 oldugu diisiiniilmektedir. Uclii ¢inko parmak ve
C-terminal ikili ¢inko parmak domainleri her iki izoformda da bulunmaktadir. Bu

SALL2’nin baglanmasi igin temel gereksinimidir.

A SALL2 _‘ P1 promotor | Ekzon 1 H P2 promotor l Ekzon 1 A H Ekzon 2 I_

N Cinko parmak domain Cinko parmak domain
Represor motif
P Q s I E 2

—
I
B SALL2-EY gj:oﬂ ! D [7.. ...7 1 I j. 100700

NES

e | m— | R

NES

Sekil 2.5. A) SALL2 geni ekzonlar1 E1, E1A, E2 ve alternatif promotorlar1 P1 ve P2. B) SALL2 iki
protein izoformlart SALL2 E1(1007 a.a) ve SALL2 E1A(1005 a.a). ¢inko parmak domainler oval ve
P, Q, S ve E zengin motifler dikdortgen seklinde gésterilmistir. DNA baglanma ve transaktivasyon
domainleri ve nuklear ¢ikis dizisi(NES). SALL2-E1 represor domain ve nuklear lokalizasyon
sinyali(NLS) igerir (Hermosilla ve ark., 2017). Orjinal seklinden modifiye edilmistir.

SALL?2 transkripsiyon faktorii oldugu icin bir¢ok yolakta ise karistigi goriilmektedir.

Ornegin; wilms tiimér proteini (WT1) tarafindan represe edildigi bildirilmektedir
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(Ma ve ark., 2001). Ayrica, SALL2 geninin fare ortologunun onkogenik polyoma
large T antijenine baglandig1 ve p21 ekspresyonunu upregiile ettigi igin SALL2 geni
bir timor supressor gen aday1 olarak da degerlendirilmektedir(Li ve ark., 2001; Li ve
ark., 2004). SALL2’nin hiicre dongiisiinde diizenleyici rol oynadigi, fare timus ve
kemik iliginde p21 ekspresyonunun incelenmesi ile de hematopoiezis
mekanizmasinda gorev aldigr gosterilmistir. SALL2 knock out farelerde p21’in down
regiile edildigi gozlenmis, bu bulgulara gére SALL2 hiicre dongiisii ile iliskili oldugu

i¢in hematolojik kusurlarda sorumlu olabilecegini gosterilmistir (Chai, 2011).

SALL?2 insan embriyonik kok hiicrelerini upregiile eden en 6nemli genlerden biri
olarak tanimlanmistir (Sperger ve ark., 2003). Daha sonra cesitli caligmalar
SALL2’nin indiiklenmis pluripotent kok hiicrelerde (Liu ve ark., 2012; Nishino ve
ark., 2011; Saito ve ark., 2011) ve umbilikal korddan koken almis multipotent
hemapoetik hiicrelerde upregiilasyonu sagladigi buna karsilik pluripotent kok

hiicrelerde daha az seviyede oldugu belirtilmistir (Giorgetti ve ark., 2009).

SALL2 geni, hematopoetik hiicrelerin olgunlagsmasinda ve hiicre dongiisiinde rol alan
multi-¢inko parmak transkripsiyon faktoridir. SALL2, N terminal motifinde HbF
indiiksiyonunda modifiye gen olarak belirlenmis BCL11A [ B-cell CLL/lymphoma
11A (zinc finger protein)]‘daki gibi korunmus 12 aminoasit icerir. Bu motif
nukleozomal remodelling ve deasetilaz co-represér kompleksinin baglanmasi i¢in
temeldir. Hem HDACL1 (histon deasetilaz 1) hem de HDAC?2 (histon deasetilaz 2)
HbF in yapisindaki y-globinin co-represorii olarak rol oynadigi bilinmektedir (Sekil
2.6).
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Sekil 2.6. BCLL11A’ nin y-globin geni ekspresyonunu baskilama mekanizmasi (Bauer ve ark., 2012)

Sheehan, Crosby ve arkadaslarinin yaptigi arastirmada, orak hiicre anemili hastalarda
tespit ettikleri SALL2 varyantinin(P840R), p.Pro840Arg, proteinin  840.
pozisyonunda prolin arginin degisikligine yol agtigin1 ve bu degisimin protein
normal fonksiyonunu bozdugunu ileri siirdiiler. HbS varyantina yol acan kodon 6
GAG>GTG degisikligi beta globin geni iizerinde oldugu gz Oniine alindiginda;
SALL2’deki baglanma motifi ve domainlerinde olusacak mutasyonlarin, en sik
goriilen hemoglobinopatilerden beta talasemi major hastalarinda da, HDAC1 ve
HDAC2’nin motife baglanamamasi yiiziinden, SALL2 y-globin ekspresyonunu
uyaracaktir. Bu da HbF seviyesindeki artisa yol agacaktir. Bu durumun belirlenmesi
beta talasemi major hastalarmim tedavisine yonelik olarak, HbF indiiksiyonunda

onemli bir kritik noktay1 olusturmaktadir.

Buradan yola ¢ikarak, heniiz literatiirde yer almayan (veya ulasamadigimiz bigimiyle
simirh sayidaki  olan  ¢aligmalara katki  sunmak), bu iliskiyi kendi
populasyonumuzdaki hastalarda acikliga kavusturmak i¢in bu aragtirmamizda; HBF
seviyesi yiiksek olan beta talasemi majorlii hastalarda, SALL2 geninin baglanma
motifindeki tanimlanmis veya olas1 tanimlanmamis mutasyonlar1 ve varyasyonlari

taramay1 amagladik.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Hasta Sec¢imi

Projemiz Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu onayim1
aldiktan sonra (amaci ve kapsami dogrultusunda) Antalya Egitim ve Arastirma
Hastanesi Adem Tolunay Talasemi ve Kan Hastaliklar1 Merkezi’nde, beta talasemi
major tanis1 konulan, beta globin gen mutasyonu belirlenmis ,periyodik transfiizyon
oncesi rutin test amagh basvuran HbF degeri yiiksek(%2>) olan, arastirmaya
katilmak isteyen ve imzali Aydinlatilmis Onam Formu(EK-1) alinan 18-45 yas
araliginda 100 hasta caligma grubunu olusturmustur. Proje 6n degerlendirme
stiresinin ve ardindan satin alma siirecinin uzamasi nedeniyle progresif hasta akisinda
planlanan hasta sayisina tam ulasilamamistir. Ancak daha once proje i¢in planlanan
100 hastanin HbF’i yiiksek olan 30’nun devam eden diger bir proje ile ortak olmasi
(Yunus, 2016), yeni eklenen 36 hasta ile toplamda 66 hasta ile ¢caligmalar yiiriitiildii.
Ayrica arastirmamizi 6zgiin kilmasi1 bakimimdan, HbF’i normal (%2<) olan 10 beta
talasemi major hastas1 da kontrol olarak ¢alisildi. Belirlemis oldugumuz 6zelliklere
sahip toplam 76 hastadan transfiizyon oncesi, K2ZEDTA’l1 tiiplere 5’er ml periferik
kan alinip DNA eldesi yapilana kadar +4°C’de saklanildi. Geriye kalan hastalarin
calisgmasi  devam  etmekte olup, sonuglar projenin  final raporunda

degerlendirilecektir.

3.2 Periferik Kandan DNA izolasyonu

K2EDTA igeren(BD Vacutainer, Ref:367525, UK) tiiplere alinan periferik kanlardan
Purelink Genomic DNA mini Kit (Invitrogen, Katalog No0:K1820-01,USA) ve
ihtiyag duyuldugunda standart tuzla ¢oktiirme (salting out) yontemini kullanilarak
DNA izolasyonlar1 gergeklestirildi.

3.2.1 Kit ile Genomik DNA izolasyonu
Kite (Pure Link Genomic DNA mini) 6zgii su basamaklar gerceklestirildi.

1.K2-EDTA’l1 tiipte bulunan kan alt {ist edilerek 200ul almip 1,5ml’lik steril
ependorf tiipe konuldu.

2. Kanin tizerine 20 pl ProteinazK ve 20 pl Rnaz A konuldu. Pipetaj yapilarak
homojenize edildi. Oda sicakliginda(RT) 2 dakika(dk) inkiibe edildi.
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3.Uzerine 200 pl PureLink Genomik Lysis/Binding Buffer eklendi ve homojenize
edildi.

4. 55 °C’de su banyosunda 10 dk inkiibe edildi.

5. Lizatin lizerine 200 pl %96-100 Etanol eklendi ve 4-5saniye(sn) vortekslendi.

6. Hiicre lizat1 filtreli kolona alindi. 10.000 rpm’de 1dk santrifiij edildi. Toplama tiipii
bosaltildi.

7. 500 pl yikama tamponu (Washing Buffer 1,WB 1) eklendi. 10. 000 rpm’de 1dk
santrifiij edildi. Toplama tiipii bosaltildi.

8. 500ul yikama tamponu (Washing Buffer 2, WB 2) eklendi. Maksimum hizda 3 dk
Santrifiij edildi. Toplama tiipii atild1.

9. Filtreli kolon steril bir 1.5 ml’lik ependorf tiipe yerlestirildi.

10. Uzerine 100 pl ayristirma tamponu (Elution Buffer EB) eklenildi. 1 dk RT inkiibe
edildi.

11. Maksimum hizda 1 dk. santrifiij edildi. DNA’nin kolondan ayrilmas1 saglandi.
12.Elde edilen DNA'lar PZR y6ntemi yapilana kadar -20°C’de saklandi.

3.2.2.Tuzla Céktiirme Yontemiyle Genomik DNA izolasyonu
Bu yontem Miller ve arkadaslari tarafindan gelistirilen standart DNA eldesi

yonteminden (MWer ve ark., 1988) modifiye edilerek kullanildi.

Kullanilan Soliisyonlar ve Hazirlanislar:

Lizis Tamponu

155mM NH4Cl(Sigma)

10mM KHCOs3(Sigma)

0.5M EDTA(Sigma)

1L Lizis Tamponu hazirlamak i¢in 8.28g NH4Cl, 1g KHCO3 ve 4ml EDTA alinip
toplam hacim 1L olacak sekilde distile su eklenerek ¢oziildii. Hazirlanan lizis

tamponu otoklavda sterilize edilerek +4°C’de saklandi.

EDTA(0.5M):18.61g EDTA(Sigma) 100ml distile suda ¢oziildii. Soliisyon pH’sin
7.4’e ayarlamak icin NaOH ¢ozeltisi kullanildi. Hazirlanan EDTA oda sicakliginda

saklandi.

18



Lokosit Lizis (WBL) Tamponu

0.1M NaCl(Carlo Erba)

0.5M EDTA(Sigma)

0.1M NacCl soliisyonu hazirlanmak i¢in 23.4g NaCl, 100ml distile suda ¢oziildii ve
otoklavda sterilize edildi. 100ml WBL tamponu hazirlamak i¢in 0.1M NaCl’den
2.5ml, 0.5M EDTA’dan 5ml alind1 ve steril distile su ile 100ml’ye tamamlandi.

SDS(Sodyum Dodesil Siilfat) Soliisyonu(%10’luk)
10g SDS(Q-biogene) tartilarak,100ml distile suda ¢oziildiikten sonra 0.22um’lik

filtreden(costar) gegirilerek sterilize edildi ve oda sicakliginda sakland.

Proteinaz K (20mg/ml)
100mg Proteinaz K(AppliChem Proteinaz K) 5ml steril distile suda c¢oziildii. -
20°C’de saklandh.

Amonyum Asetat(AmAc) Soliisyonu(9.5M)
36.613g AmAc(Sigma) tartilarak, 15ml steril distile suda ¢oziildi. Tamamen

¢Oziildiikten sonra son hacim 50ml olacak sekilde distile su eklenerek tamamlandi.

% 70’lik Alkol(C2HsOH)

Etil Alkol(Riedel-de Haén)

dH20

70ml Etil alkol, 30ml dH»O ile karistirild1 ve +4°C’de saklandi.

Tuzla Coktiirme Yontemi ile Genomik DNA Izolasyonu Basamaklar

1. K2EDTA(BD Vacutainer, Ref:367525, UK) igeren tiiplere Sml kan 6rnegi
alindi.

2. Tiipler alt-iist edilip i¢erisinde kan homejenize edildikten sonra 50ml’lik steril
santrifiij tiiptine(Cellstore Greiner) aktarildi.

3. Uzerine 15ml lizis tamponu eklenerek vorteks(Niive) yardimi ile homojenize
edildi.

4. 20dk -20°C’de bekletildi.

5. 1500rpm’de +4°C’de 10dk sogutmali santrifiijde(Sigma) santrifiij edildi.

6. Dokelti atild1, ¢okelti el yardimi ile vurularak homojenize edildi.
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7. Uzerine 15ml seviyesine kadar tekrar lizis tamponu eklendi vorteks ile
homojenize edildi.

8. 1500rpm’de +4°C’de 10dk santrifiij edildi.

9. Dokelti atildi. Elle vurularak kaldirildi. Vorteks ile homojenize edildikten
sonra lizerine 3,7ml WBL tamponu eklendi.

10. Karigima 250ul %10°luk SDS ve 100ul proteinaz K eklendi. 37°C’de gece
boyu inkiibe edildi.

11. inkiibasyon sonras1 her 3,7ml AmAc eklendi ve vorteks edildi. Homojenize
edildi.

12. 4750rpm’de 25°C’de 30dk santrifiij edildi.

13. Ust faz yeni bir steril 50ml’lik santrifiij tiipiine alinarak,iizerine 1:2 oraninda
%96 soguk etanol eklendi. Tiip alt iist edilerek DNA’nin goriiniir hale
gelmesi saglandi.

14. Goriiniir hale gelen DNA pipet ucu ile alinarak 500ul %70’lik etanol bulunan
ependorf tiipiine birakilarak yikanda.

15. 1300rpm’de 25°C’de 5dk santrifiij edildi.

16. Alkol uzaklastirldi. Ependorf tiipler agz1 acik agik sekilde 37°C’de etiive Sdk
konularak alkol kurutuldu.

17. Elde edilen DNA miktarina gore 200-300ul distile suda coziilerek, PZR i¢in
-20°C’de saklandi.

3.3 DNA Orneklerinin Spektrofotometrik Ol¢iimii

Periferik kandan izole edilen DNA orneklerinin safligi ve miktart NanoDrop1000
(Thermo scientific) spektrofotometre cihazinda 6lgiildii. Olgiim icin 1-1.5ul DNA
spektrofometreye yiliklendi. DNA 6rneklerinin 260nm ve 280nm dalga boylarinda
elde edilen oOlglimlerinin orant DNA’nin saflign gosterdi. DNA miktart ng/pl
cinsinden DNA miktari=260m’deki Optik Dansite(O.D)xSulandirma
Faktorii(S.F.)x50 formiilii ile hesaplandi. Tuzla ¢oktiirme yontemi ile elde edilen

DNA o6rnekleri hesaplanan degerlere gore 50ng/pl olacak sekilde sulandirildi.

3.4 PZR Yontemiyle SALL2 Geni Baglanma Motiflerinin Cogaltilmasi
SALL2 geni iki ekzon ve bir introndan olugsmaktadir. 2. Ekzonunda hedefledigimiz
baglanma motifleri bulunmaktadir. Calismamizda SALL2 geninin 2. Ekzonunda

mutasyon taramasi gerceklestirilmistir.
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Sekil 3.6°da SALL?2 genine ait NCBI’dan ekzon goriintiisii verilmistir. Sekil 3.7°de

SALL? proteinine ait aminoasit dizisi verilmistir. Aminoasit dizisinde ¢inko parmak

domainler farkl renklerde gosterilmistir.

NCBI Reference Sequence: NG_051069.1
GenBank FASTA

Homo sapiens spalt like transcription factor 2 (SALL2), RefSeqGene on chromosome 14
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Sekil 3.6. SALL2 geni ekzon goriintiisti(www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/6297 Erisim Tarihi: 18 Mart

2017)

10
MSRRKQRKPQ
60

20
QLISDCEGPS
70
PVMVIIGGQE
120
TWGPERRGEE
170
PPPPPPPPPP
220
GSLGQTVGAP
270
SSSSSGAETP
320
DQLIASPHLA
370
EVMGPLEKPG
420
TTRGNLKVHE
470
AEEEAATPGG
520
FVLMKAVEPK
570
ALLTNHFKST
620
ASGAPTTSAP

30
ASENGDASEE
80
NPNNSSASSE
130
SPGHFLVAAT
180
GVGSGHLNIP
230
ASPSELPGTG
280
KQAFFHLYHP
330
FPSTTGLLAA
380
GRHKCRFCAK
430
HRHREKYPHV
480
GVERKPLVAS
530
NKADENTPPG
580
GSFPFPYVLE
630
APSSSASSGP

40
DHPQVCAKCC
90
PRPEGHNNPQ
140
GTAAGGGGGL
190
LILEELRVLQ
240
TASSTKPLLP
290
LGSQHPFSAG
340
QCLGAARGLE
390
VEGSDSALQI
440
QOMNPHPVPEH
490
TTALSATESL
540
SEGSAISGVA
590
PLGASPSETS
640

50
AQFTDPTEFL
100
VMDTEHSNPP
150
ILASPKLGAT
200
QRQIHQOMOMT
250
LFSPIKPVQT
300
GVGRSHKPTP
350
ATASPGLLKP
400
HLRSHTGERP
450
LDYVITSSGL
500
TLLSTSAGTA
550
ESSTATRMQL
600
KLQQLVEKID
650

AHQNACSTDP
110
DSGSSVPTDP
160
PLPPESTPAP
210
EQICRQVLLL
260
SKTLASSSSS
310
APSPALPGST
360
KNGSGELSYG
410
YKCNVCGNRE
460
PYGMSVPPEK
510
TAPGLPAFNK
560
SKLVTSLPSW
610
RQGAVAVTSA

GGTALPEGGG AARQENGSEQS TVSGAGSFPQ
760 770 780 790 800
QQSQQPSPEE ELSEEEEEED EEEEEDVTDE DSLAGRGSES GGEKAISVRG
810 820 830 840 850
DSEEASGAEE EVGTVAAAAT AGKEMDSNEK TTQQSSLPPP PPPDSLDQPQ
860 870 880 890 900
PMEQGSSGVL GGKEEGGKPE RSSSPASALT PEGEATSVTL VEELSLQEAM
910 920 940 950
RKEPGESSSR
FA PHGPQNIAAIL SLVPGCSPSI TSTGLSPFPR

KDDPTIP

DOMAIN 1 (D1)

Sekil 3.7. SALL2 proteinine ait aminoasit dizisi ve SALL2 proteini baglanma motifleri
(http://www.uniprot.org/uniprot/Q9Y467 Erisim Tarihi: 18 Mart 2017)
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SALL2 geni ¢ baglanma motiflerine 06zgili tasarlanan primer ciftleri(Atlas
Biyoteknoloji) tablo 3.1°de verilmistir. Baglanma motiflerine 6zgii primerlerin
baglanma sicakligi ve baglanma motiflerinin amplikon uzunlugu ise tablo 3.2°de

verilmistir.

Tablo 3.1. SALL?2 geni baglanma motiflerinin PZR ile ¢ogaltilmasinda kullanilan primer dizileri

Primer Kodlan Primer Baz Dizileri

SALL2-E2-D1 Ileri Primer: 5’>-GACTACTGGCAGCACAGTG-3

Geri Primer: 5’-AAGTGGTTGGTAAGCAGTGC-3’

Ileri Primer: 5°-GATGCCTCTTCTGAATCACC-3’

SALL2-E2-D2
Geri Primer:; 5°-GATGCCTCTTCTGAATCACC-3’

SALL2-E2-D3 Ileri Primer: 5’-GGTGATTCAGAAGAGGCATC-3’

Geri Primer: 5’-TCATAACTCTGGGAGGTCCT-3’
(E2:Ekzon2, D1:Domain 1, D2:Domain 2, Domain 3)

Tablo 3.2. SALL?2 geni 2. ekzondaki baglanma motifi bolgelerin amplikon uzunluklar1 ve primerlerin
baglanma sicakliklari

Primer Baglanma Amplikon
Bolge Sicaklig1(°C) Uzunlugu(bg)
SALL2-E2-D1 58 724
SALL2-E2-D2 56 737
SALL2-E2-D3 56 704

(E2:Ekzon2, D1:Domain 1, D2:Domain 2, Domain 3)

Tiim primerlerden her biri 100uM stok soliisyonu olacak sekilde steril distile suda
¢ozildii. Stok soliisyondan 100pl alinip ikinci stok soliisyon olarak steril tiiplere
boliindii ve etiketlendi. Bu 100pul ikinci stok primer soliisyonundan 10 pl alip tizerine
90ul steril distile su eklenerek PZR i¢in kullanilacak 10uM c¢alisma primerleri elde
edildi. Tablo 3.3’de PZR amplifikasyonu icin gerekli bilesenler ve miktarlar

verilmistir.
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Tablo 3.3. PZR amplifikasyonu i¢in kullanilan bilesenler ve miktarlar

PZR Temel Bilesenleri 1X Miktari(ul)
10 X Tampon(Geneall) 2,5

50mM MgClx(Vivantis) 1

10uM lleri primer 0,8

10uM geri primer 0,8

dNTP

karisimi1(10mM)(thermofischer) 1

Taq polimeraz(2,5U/ul)(Geneall) 0,4

gDNA(25-50ng/ul) 2
Distile su 16,5
Son hacim 25

dNTP karistimi; dNTP set(Thermo Scientific) igerisinde dATP, dCTP, dGTP,
dTTP’nin her biri ayr tiipte 0.25mL ve 100mM seklinde saglanmigtir. ANTP karigimi
hazirlanmasi; her bir niikleotit tiiplerinden 10’ar pl alinip iizerine 60ul distile su
eklenmesiyle elde edilmistir. PZR; steril kabin icerisinde 0,2ml’lik PZR tiiplerinde
hazirlandi. PZR cihazinda (ABI 9700 Applied Biosystem Thermal Cycler) cihazinda
sicaklik kosullar1 ayarlanip ¢aligtirildi.

Kontrol gDNA ile PZR optimizasyonu oncelikli hedef olarak literatiirde bildirilen
SALL?2 geni Ekzon 2’deki P840R varyantinin tespit edildigi 3.baglanma motifine(D3)

yonelik primer giftleri ile bolgenin ¢cogaltilmasi saglandi.

Hastalarin SALL2 geni 2. Ekzonda bulunan 3.baglanma motifi (D3) bdlgesi
touchdown PZR ile c¢ogaltildi. Touchdown PZR kosullari;; 95°C’de 2dk on
denatiirasyon; 95°C’de 20sn denatiirasyon, her dongiide 1 °C diismek {izere 62°C’den
56 °C’ye degisen primerlerin baglanma sicakliginda 10sn, 72 °C’de 1 dk uzamadan
olusan 6 dongiiniin ardindan 95 °C’de 20sn, 56 °C’de 10sn, 72 °C’de 1 dk olmak
tizere 28 dongii, son uzama 72 °C’de 5 dk ve +4 °C’de oo saklama olarak

gergeklestirildi.

Ekzon 2’deki ikinci baglanma motifi (D2) bolgesi i¢in PZR kosullari; 95 °C’de 5dk
Oon denatiirasyon, 95 °C’de 45sn denatiirasyon, 56 °C’de 40sn primerlerin
baglanmasi, 72 °C’de 1 dk uzamadan olusan 35 dongii, son uzama 72°C’de 5 dk ve

+4 °C’de oo saklama olarak ayarlandi.
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Ekzon 2’deki birinci baglanma motifi (D1) bolgesi i¢in PZR kosullari; 95°C’de 5dk
On denatiirasyon, 95 °C’de 20sn denatiirasyon, 58°C’de 10sn primerlerin baglanmasi,
72°C’de 1 dk uzamadan olusan 35 dongii, son uzama 72°C’de 5 dk ve +4°C’de «

saklama olarak gergeklestirildi.

PZR islemi bittikten sonra gen bolgesinin ¢ogalip ¢ogalmadigini kontrol edebilmek
icin PZR iiriinleri %2’lik agaroz jele yliklenerek elektroforez islemi gergeklestirildi.

3.5 Agaroz Jel Hazirlanmasi

Agaroz deniz yosunundan elde edilmis toz halindeki lineer bir polisakkarit maddedir.
Agaroz elektrigi ileten bir tampon igerisinde kaynatilarak ¢oziiniir. Ardindan oda
sicakliginda donmasiyla kat1 hale gecer. Agaroz jel konsantrasyonlarina bagl olarak
degisen caplarda porlara sahiptir. Molekiiller bu porlardan ayrilarak hareket eder.
Calismada kullanilan DNA fragmentlerine gore agaroz konsantrasyonu belirlendi.
Calismada 100-2500bp biiyiikliigii arasinda DNA pargasint ayirmak i¢in  %2’lik jel
kullanilda.

%2’lik agaroz jel hazirlanmasi:

10X konsantrasyonlu TBE(Tris-Borat-EDTA) tamponundan (Life Tech) 1X TBE
soliisyonu hazirlamak i¢in; 100ml 10X konsantrasyonlu TBE soliisyonundan alinip
1L’lik cam siseye bosaltildi. Uzerine 900ml distile su konularak hacim 1L’ye
tamamland1 ve agaroz jel i¢in bu soliisyon (1X TBE tamponu) kullanildi. Toz halde
bulunan agarozdan (Sigma) alinarak hassas terazide 1 gram tartildi ve 100ml’lik
erlene dokiildi. Stok 1X TBE tamponundan 50ml alinarak erlene eklendi. Erlen
mikrodalga firma konuldu, kaynatilarak agarozun erimesi saglandi. Arada erlen
cikartlip c¢alkalandi. Tekrar mikrodalgaya konuldu. Agaroz eridikten sonra erlen
mikrodalga firindan ¢ikarilarak sogumaya birakildi. Soliisyon sicakligi 45-60°C’ye
disiince, 10mg/ml stok Etidyum Bromiir (EtBr)’den 4ul eklendi. Hafifce
calkalanarak, hava kabarcigi olusturmadan karismasit saglandi. Tray {izerine
kuyucuklar1 olusturan taraklar yerlestirildi. EtBr eklenen agaroz soliisyonu traye
dokiildii ve kuyucuklarin olusmasi igin oda sicakliginda katilagsmasi beklendi. Jel

donunca taraklar 6zenle ¢ikarildl. %2°lik jel kullanima hazir hale getirildi.

EtBr hazirlanmasi(10mg/ml): 1g EtBr(Sigma) tizerine 100ml distile su eklenerek

hazirlandi. EtBr DNA {izerinde interkalasyon yaparak baglanan karsinojen
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kimyasaldir. UV altinda DNA pargalarinin bantlarinin goriilmesini saglar. Ayrica
calismada elektroforez tanki igerisine kullanmak {izere 10X konsantrasyonlu
TBE’den diliie edilerek 1X TBE tamponu hazirlandi.

10X TBE tamponu(1 litre) hazirlamsi: Tris-Baz(Sigma) 108g, Borik Asit(Sigma)
559, Na2EDTA(Sigma) 7,5 tartilarak distile suda ¢oziildii, pH 8.3’¢ ayarlanarak son
hacim 1L olacak sekilde distile su eklendi. Oda sicakliginda saklandi.

3.6 Elektroforez
Elektrik alan olusturularak tampon igerisinde yiiklii par¢acigin biiyiiklik, elektrik

yiikii ve diger fiziksel 6zelliklerine gore ayirma islemine elektroforez denir.

Elektroforez tanki igerisinde jelin ustiinii gececek seviyede 1X TBE tampon
doldurulur. TBE; elektroforez icin iyon kaynagidir. Elektiksel iletkenligi arttirir.
Ayrica ortamin pH’sini stabil tutar. Kuyucuklar katot(-) kutupta olacak sekilde jel
tanka yerlestirilir. Niikleik asitler negatif yiikli oldugu icin katottan anota dogru
yiiriimesi gozlenir. Kuyucuklardan ilk siradakine 50bp’lik uzunlukta ardigik artan

fragmentler i¢eren(50bp-1000bp) markerdan 2ul yiiklenir.

Marker(Standart) hazirlamisi: Stok marker(GeneRuler 50 bp DNA Ladder,
Thermo Scientific) soliisyonunda 10ul, 6X loading dye’dan 10ul ve iizerine 40ul
steril su eklenerek marker soliisyonu hazirlandi. Marker; belirli baz ¢ifti biiytikliigiine
sahip DNA fragmanlarindan olusmustur. Uriinlerimizin boyutu hakkinda bilgi
edinmek i¢in markera bakarak iiriin boyutunun kag¢ bp olacaginin yorumu yapilir.
PZR diriinleri ve temizlenmis PZR friinlerinden 4pul, DNA o&rneklerinden 2ul
alinarak ayri ayri renkli yiikleme tamponu (6x loading dye Thermo Scientific) ile
mikropipet yardimiyla karistirilir. Renkli yilikleme tamponu DNA’nin kuyucuk
igerisinde agirlik olusturarak ¢okmesini saglar, iirlinler yiritiiliirken ¢iplak gozle
tirtinlerin nerede ve ne kadar ne kadar yiirtidigli hakkinda bilgi alinmasina yardimci
olur. Kuyucuklara her bir 6rnek ayri ayri yiiklenir. Elektroforezde niikleik asit
hareketini saglayacak olan gilic kaynagidir. Gii¢ kaynagi belirli voltta, belirli
stirelerde ve belirli akimda {riinlerimizin yiriitilmesi i¢in elektriksel alanin
olusumunu saglar. Bu ¢alismada PZR iiriinleri ve temizlenmis PZR iirlinleri 120V’da
20 dakikada vyiiriitiildii. Uriinler yiiriitiildiikten sonra UV transilliiminatdr(Sygene

Ingenius) altinda kamera yardimiyla fotograflandi.
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3.7 PZR Uriinlerinin Temizlenmesi

SALL2 geni Ekzon 2’deki {i¢ farkli motifin PZR iiriinlerin temizlenmesinde ihtiyaca
gore iki farkli yontem uygulandi. Exosap(Affymetrix )ve Kit(Axygen, Katalog
No:AP-PCR-50,USA) protokolleri ile PZR iiriinleri temizlendi.

3.7.1. Exosap Uygulamasi ile PZR Uriinlerinin Temizlenmesi

0,2mI’lik PZR tiiplerine 10ul PZR iiriinii konuldu. Uzerine 2pl Exosap(Affymetrix)
eklendi. Iyice pipetaj yapildi. Tiiplerin agz1 kapatildi. ABI 9700 Applied Biosystems
cihazina tiipler yerlestirildi. Cihazdaki kosullar; 37°C’de 30 dakika, 80°C’de 15
dakika olacak sekilde dongii ayarlandi. Ardindan iriinler hazirlanan %?2’lik agaroz

jelde 120V°de 20dakika yiiriitiildii. Transilliminatérde UV altinda jel goriintiilendi.

Calismada bazi PZR iiriinlerin temizlenmesi PZR piififikasyon kiti (Axygen) ile
gerceklestirildi. Exosap ile piirifiye edilen bazi PZR 6rneklerinin elektroferogram
(DNA dizileme sonuglarinda) kirliliklerin fazla olmasi sebebiyle Kit ile temizleme
yoluna gidildi. Exosap ile pirifiye edilen bazi PZR  6rneklerinin
elektroferogram(DNA dizileme sonuglarinda) Kirliliklerin fazla olmasi sebebiyle kit

ile temizleme yoluna gidildi.

3.7.2. Kit ile PZR Uriinlerinin Temizlenmesi
Kite (Axygen) 6zgii protokol asagidaki basamaklardan olugmaktadir:

Deneye baslamadan dnce Eluent 65°C su banyosunda bekletildi.

1. 20ul PZR iriini tzerine 100ul Buffer PCR-A eklendi. Pipetaj yapilarak
homojenize edildi.

2. 2 ml mikrofuge tiipiine bir PZR kolonu yerlestirildi. 1. Basamaktaki tiriinler

kolona aktarildi.

12.000xg’de 1 dk santrifiij edildi.

Dokelti uzaklastirtldi. 2 ml mikrofuge tiipe kolon tekrar konuldu.

Kolona 700ul Buffer W2 kolona eklendi. 12.000xg’de 1 dk santrifiij edildi.

Dokelti uzaklastirildi. 2 ml mikrofuge tiipe kolon tekrar konuldu.

Uzerine 400ul Buffer W2 eklendi. 12.000g’de 1 dk santrifiij edildi.

Kolon 1,5 mikrofuge tiipe yerlestirildi.

Uzerine 25-30ul Eluent eklendi.

10. 1 dk oda sicakliginda inkiibe edildi.

© © N o g bk~
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11. 12.000g’de 1 dk santrifiij edildi.
Temizlenmis PZR iriinleri %?2’lik agaroz jelde 120V’de 20 dk yiritilerek

transilliiminator cihazinda kontrol edildi.

3.8. Sanger Dizileme Reaksiyonu

Sanger dizileme veya zincir sonlandirma ydntemi olarak da adlandirilan bu
reaksiyonda, temel diisiince zincir sonlandirmasini gergeklestiren dideoksiniikleotid
trifosfatlarin (ddNTP) kullanilmasidir. ddNTP’lerin dANTP’den farki iki niikleotid
arasinda fosfodiester bagi olusturmak i¢in gerekli 3’OH ucuna sahip olmamasidir.
DNA polimeraz kalip zincire ddNTP eklediyse, ddNTP’den sonra DNA polimeraz
niikleotit ekleyemez dolayisiyla zincir uzamasi sonlanir. ddNTP’ler modifiye edilmis
olup ddATP,ddGTP,ddCTP,ddTTP olarak her bir ddNTP’nin kendine 6zgii floresan
boya ile isaretlenmistir ve farkli dalga boylarinda 1s1ma yapmaktadirlar. ddNTP’ler
hazir Big Dye(Applied Biosystems, v3.1) icerisinde bulunmaktadir. Dizileme
reaksiyonu igin gerekli bilesenler ve miktarlart tablo 3.4’de verildi. Dizileme
reaksiyonunda tek yonlii primer kullanilmasina dikkat edildi. Ayrica PZR igin
kullanilan 10uM primerler 1/10 oraninda steril su ile diliie edilerek 1uM olarak DNA
dizileme reaksiyonunda kullanildi.

Tablo 3.4. DNA dizileme reaksiyonu igin kullanilan bilesenler ve miktarlari

Dizil Reaksi Bil leri
1z1leme Reaksiyonu bilesenier Bir Reaksiyon i¢in Miktar (pl)

5X Tampon

Big Dye v3.1

Tek Yonli Primer(1uM)
Piirifiye PZR Uriinii
Steril Su

Son Hacim 10

[NSTN N \O TN | O 2 I \O 2 | \V]

DNA dizileme igin sekans kiti (Applied Biosystem v3.1) kullanilmistir.

DNA dizileme reaksiyonu i¢in PZR kosulu; thermal cyclerde (ABI 9700 Applied
Biosystem) 96°C’de 1dk 6n denaturasyon; 96 °C’de 10 sn, 50 °C’de 5 sn, 60 °C’de
4dk olacak sekilde 25 dongi ve +4 °C’de oo saklama olarak ayarland:.
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3.9 Sephadex ile Sekans Uriinlerinin Temizlenmesi

Sekans isaretlemesi yapilan PZR iirlinlerinin primer ve serbest niikleotidlerden
temizlenmesi icin Sephadex ile piirifikasyon islemine gecildi. Bu islem ig¢in dnce
Sephadex G-50(GE Health Care)’den 1g sephadex hassas terazide tartildi. SOml’lik
steril falkon tiipe konup, tizerine 14ml distile su eklenildi. Calkalamali inkiibatorde
30 dakika c¢alkalandi. Ardindan +4°C buzdolabinda en az 30 dk bekletildi. Filtreli
kolonlara (Receiver Columns 20 um, 200/Pkg(GML) ) +4°C’de bekleyen falkondaki
sephadexten 600ul konuldu. Kolonlar 5000rpm’de 5dakika santrifiij edildi. Toplama
tipleri atildi. Kolonlar 1,5ml’lik steril ependorf tiiplere yerlestirildi. Donmusg
sephadex in tam ortasma sekans iirlinii eklendi. Ardindan 5000rpm’de 3 dakika
santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi temizlenen {irlinler ependorfta biriktirildi. Bu
tirtinler 96-well plate’de her bir iriine ait belirlenen kuyucuklara yiiklendi. 96-well
plate icin kapiler jel elektroforezi yapacak 16 kapilerli ABI 3130XL cihazinda plate

bilgileri olusturuldu. Plate cihaza yerlestirildi ve 6rnekler yiirtitild.

3.10 Dizilerin Analizi

Dizleme sonucu elde edilen elektroferogram goériintiileri ABI sequencing analysis
v3.1 yazilim programinda degerlendirildi. Degerlendirilen elektroferogram
gortintiileri Chromas(Technelysium,Versiyon2.6.2) programinda incelendi. National
Center for Biotechnology Information(NCBI) BLAST(Basic Local Alignment
Search Tool) araciligiyla hedef genin (SALL2 geni i¢in NCBI referans dizi:
NG_051069) normal insan genomundaki referans dizisine bakilarak hasta sonuglari

karsilastirildi ve analizleri gerceklestirildi.

3.11 Elde Edilen Verilerin Istatistiksel Degerlendirilmesi

Caligmaya alinan hastalarin demografik, hematolojik ve genetik verileri kullanilarak,
HbF yiiksekligi ve SALL2 geni baglanma motifinde tespit edilen mutasyon ve
varyasyonlar arasindaki iliskiler yiizde(%) degerler olarak ortaya konuldu.
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4. BULGULAR

4.1. Hastalara Ait Demografik ve Hematolojik Bulgular

Antalya Egitim ve Aragtirma Hatanesi Adem Tolunay Talasemi ve Kan Hastaliklar1
Merkezi’nde takip edilen ve ¢alismamiza goniillii katilan 76 beta talasemi majorlii
(B-TM) hasta bireyden HbF’i yiiksek(%2>) ilk 30 hasta, yiirlimekte olan diger bir
projemizle ortak hastalar olup (Yunus, 2016), oncelikli olarak c¢alismamiza dahil
olmustur. Yine HbF’i yiiksek 36 B-TM hasta ile calismamizi bilimsel yonden
destekleyecek HbF degeri normal(%2<) 10 B-TM hastas1 kontrol olarak galisildu.
Toplamda 76 hasta ¢alisilmis oldu. Caligma grubuna ait hematolojik ve genetik
bulgular tablo 4.1°de verilmektedir. Kontrol hastalarina ait bulgular tablo 4.2°de
verilmistir. Calisma grubunu olusturan ve HbF degeri yiiksek olan 66 beta talasemi
majorlii hastalarin yas ortalamasi 28,2 olup, ortalama HbF degeri %10,1 iken, en
kiigiik HbF degeri %2.1 ve en yiiksek HbF degeri %61.4°diir.

Yapilan ¢alismada, calisma grubunda 8, kontrol grubunda 4 farkli beta globin gen
mutasyonu tanimlandi. Tanimlanan mutasyonlarin tipi, alelik siklig1 ve genotipleri

tablo 4.3de verilmektedir.

HbF degeri yiiksek 66 B-TM hastasinin birinde (12 numarali hasta) beta-globin gen
kaynakli varyant hemoglobin, HbKnossos(Cod27 G>T) tasimaktaydi. 12 numarali
hasta HbKnossos(Cod27 G>T/IVS 1.110(G>A)) bilesik heterozigotuna sahip ve
HbF’i %19.6 olarak ol¢iildii. Hem calisma grubunda hem de HbF degeri normal
kontrol grubu 10 B-TM hastada HbC, HbD, HbS gibi diger varyantlara rastlanilmadi.
HbF degeri yiiksek 66 B-TM hastasinin %68,2 splenektomize iken kontol grubu 10
bireyin %30’u splenektomize. HbF degeri yiiksek 66 beta talasemi majorlii hasta
bireylerden 1 birey Mugla, 4 birey Burdur, 1 birey Isparta, 60 birey Antalya
bolgelerindendi. Kontrol grubu 10 beta talasemi major bireyin hepsi Antalya

bolgesindendi.

HbF degeri yiiksek 66 hastanin cinsiyet dagilimlarina bakildigi zaman, 29 hastanin
erkek(%44), 37 hastanin kadin(%56) oldugu ve HbF degeri yiiksek 66 hasta bireyin
ortalama transfiizyon miktar1 1,6 Unite/Kg, transfiizyon siklign 23 Giin, ortalama

hemoglobin miktar1 8,9¢g/dl olarak gozlenmistir.
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Tablo 4.3. Tanimlanan beta globin mutasyonlarin tipi, alelik siklig1 ve genotipleri

Sira Mutasyon Tipi Alel(n) %n Homozigot(n) Bilesik Heterozigot(n)
1 IVS.I1.110 (G=A) 89 6742 38 18
2 IVS.IL1 (G>A) 14 10,6 3 6
3 IVS.1.6 (T>C) 11 8.33 3 5
4 IVS.IL745 (C>G) 6 4,55 1 4
5 -30T=A 6 4,55 1 4
6 IVS.L1 (G=A) 3 227 1 1
7 FSC 44(-C) 2 1,52 1
8 Hb Knossos(cod27 G>T) 1 0,76 - 1
Toplam 132 100 48 39

4.2. Hastalarin HBB Geni Analiz Sonuglari

Hastalarin HBB geni mutasyon c¢esitlerine bagli genotipler ve yiizdesel siklig1 daire
grafiginde gosterilmistir(Sekil 4.1). En sik gozlenen mutasyon %67,4 ile IVS.1.110
(G>A) ve genotip ise %58 ile IVS.1.110 (G>A)/IVS.1.110 (G>A) homozigot genotipi
belirlendi.

Her biri farkl tek bireyde olan ve daire grafiginde %14 oraninda gosterilen ;

IVS.11.1 (G>A)/IVS.11.745 (C>G),

-30T>A/IVS.11.745 (C>G)

IVS.1.1 (G>A)/IVS.1.110 (G>A),

FSC 44(-C)/FSC 44(-C)

-30T>A/IVS.11.1 (G>A)

-30T>A/-30T>A

IVS.1.1 (G>A)/IVS.1.1 (G>A)

HbKnossos (Cod27 G>T)/IVS 1.110 (G>A))
IVS.11.745(C>G)/IVS.11.745(C>G)  genotipleri diger genotipler olarak

VvV V.V VYV V V VYV V V¥V

adlandirilmistir.
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® VS.1.110 (G>A)/IVS.1.110 (G>A) m1VS.1.110 (G>A)/IVS.1.6 (T>C)  mIVS.1.110 (G>A)/IVS.IL.1 (G>A)
IVS.I1.1 (G>A)/IVS.11.1 (G>A) W 1VS.1.6 (T>C)/IVS.1.6 (T>C) M 1VS.1.110 (G>A)/IVS.11.745 (C>G)
(-30T>A/IVS.1.110 (G>A)) m DIGER

Sekil 4.1. 66 B-TM hastanin beta globin mutasyonlarina bagl gériilen genotipleri ve yiizdesel olarak
goriilme siklig1

4.3. SALLZ Geni Baglanma Motifi Bolgesinin Mutasyon Tarama Sonuclar:

HbF degeri yiiksek olan 66 B-TM hastasinda, SALL2 geni Ekzon 2’de bulunan ve ii¢
ayri domain veya bolge seklinde; D1, D2 ve D3 olarak isimlenen ve hedeflenen
baglanma domainleri, Sanger DNA dizileme ile analiz edildi. Evrimsel olarak hemen
hemen tiim tiirlerde korunmus olan SALLZ2 transkripsiyon faktdr geninin baglanma
bolgesinde D1 ve D3 bolgelerinde herhangi bir mutasyon ve polimorfizme

rastlanmadi.

4.4. SALL2 Geni D2 Bolgesi Mutasyon Taramasi Sonugclar:

HbF degeri yliksek 66 hastanin SALL2 geni baglanma motifi bolgesi, D2 bolgesinin
DNA dizi analizi sonucu degerlendirildiginde iki farkli degisimin oldugu tespit
edildi. Bu degisimlerden biri rs61746515 G>A varyasyonu olup, g.18721G>A,
c.2232G>A, p.Gly744=, Glisin Glisin sinonim degisimiydi. Diger degisim ise
rs1263810 C>G sonucu (g.18725C>G, ¢.2236C>G, p.Gly746Arg) olup, amino asit
degisimine neden olan mutasyondu. Bu mutasyon i¢cin HUGO Genbank’ta referans
dizide normali C allel olarak verilmekte olup, buna gére CC genotipi 6 hastada
(%9.09), CG genotipi 34 hastada (%51.51) ve GG genotipi 26 hastada (%39.39
siklikla) tespit edildi. rs1263810 C>G degisime ait normal, heterozigot ve homozigot
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mutant genotipler ve elektroferogramlar1 Sekil 4.2, Sekil 4.3 ve Sekil 4.4’de

gosterilmistir.

G c=227TcCcTIT=a2rcCcx2e6 1CTCCGSEG6S6CA2CTGEG6 2671 I 7TCGCCCCH2L2G6CE2G6CE2E G CccCCcCaBeG CcCaeGoec €A

\

Sekil 4.2. 35 numarali hastanin SALL2 geni 2.Ekzon D2 bélgesinin ileri dizisi ve rs1263810 CC
normal genotip(kirmizi ok)

_ \

Sekil 4.3. 62 numarali hastanin SALL2 geni 2. Ekzon D2 bolgesinin ileri dizisi ve rs1263810 C>G
sonucu (g.18725C>G, ¢.2236C>G, p.Gly746Arg) homozigot genotip(kirmizi ok).

Sekil 4.4. 54 numarali hastanin SALL2 geni 2. Ekzon D2 bdlgesinin ileri dizisi ve rs1263810 C>G
sonucu(g.18725C>G, ¢.2236C>G, p.Gly746Arg) heterozigot genotip(kirmizi ok)

e

s o

SALL2 geni baglanma motifi D2 domainde dizi analizi sonucunda tespit edilen diger
degisim rs61746515 G>A varyasyonu olup, g.18721G>A, €.2232G>A, p.Gly744=,
Glisin Glisin sinonim degisimdir. rs61746515 G>A varyasyonu 63 hastada(%95.45)
GG normal, 3 hastada (%4.54) GA heterozigot olarak belirlendi. AA homozigot
mutant gozlenmedi. Bu 3 hasta (2, 37, 41 numarali hastalar) hem bu rs61746515

G>A varyasyonu hem de amino asit degisikligine neden olan ve 3 niikleotid
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ilerisinde yerlesen rs1263810 C>G (g.18725C>G, ¢.2236C>G, p.Gly746Arg)
varyasyonunun bilesik heterozigot genotipine sahiptiler. Bu hastalarin anne-babalar1
calisilmadigr i¢in mutasyonlarin cis veya trans allel iizerinde yer alip almadiklar
belirlenmedi. Bilesik heterozigota sahip 2, 37 ve 41 numarali hastaya ait
elektroferogram goriintiisii Sekil 4.5, Sekil 4.6, Sekil 4.7, Sekil 4.8’de verilmektedir.

MAUAMMMALAML»M&LMM -A

Sekil 4.5. 2 numarali hastanin SALL2 geni 2.Ekzon D2 bdlgesinin ileri dizisinde rs1263810 C>G
sonucu (g.18725C>G, ¢.2236C>G, p.Gly746Arg)(kirmizi ok) ve rs61746515 G>A sonucu
(g.18721C>T, ¢.2232C>T,p.Gly744=)(yesil ok) compound(bilesik heterozigot) genotip

130 140 150 160
" = % % ® ® W ® ¥ ¥ - - = ®w ® I % ® ®E L R ® ® ®E - = 2 4 ® ®

Ul

Sekil 4.6. 2 numarali hastanm SALL2 geni 2.Ekzon D2 bdlgesinin geri dizisinde rs1263810 C>G
sonucu (g.18725C>G, ¢€.2236C>G, p.Gly746Arg)(kirmizi ok) ve rs61746515 G>A sonucu
(9.18721G>A, ¢.2232G>A,p.Cly744=)(yesil ok) compound(bilesik heterozigot) genotip

A

Sekil 4.7. 37 numarali hastanin SALL2 geni 2.Ekzon D2 bdlgesinin ileri dizisinde rs1263810 C>G
sonucu (g.18725C>G, ¢.2236C>G, p.Gly746Arg)(kirmizi ok) ve rs61746515 G>A sonucu
(9.18721G>A, €.2232G>A, p.Gly744=)(yesil ok) compound(bilesik heterozigot) genotip
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Sekil 4.8. 41 numarali hastanin SALL2 geni 2.Ekzon D2 bolgesinin ileri dizisinde rs1263810 C>G
sonucu (g.18725C>G, ¢.2236C>G, p.Gly746Arg)(kirmiz1 ok) ve rs61746515 G>A sonucu
(g.18721G>A, ¢.2232G>A, p.Gly744=)(yesil ok) compound(bilesik heterozigot) genotip
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5. TARTISMA

Beta(B) talasemi hemoglobinopatilerden olup, diinya ¢apinda en yaygin goriilen,
otozomal resesif kalitilan tek gen hastaliklarindan biridir (Weatherall ve Clegg,
2001). Diinya populasyonunun yaklasik %7’si bir globin gen mutasyonu tastyicisidir.
Baz1 cografik bolgelerdeki tasiyici sikligi %25’lere, hatta daha korunmus cografik
bolgelerde %70’lere kadar yiikselme egilimi gostermektedir. Tiirkiye’de ise ilk
hemoglobinopati ¢aligmalar1 1945 yillarinda Muzaffer Aksoy ile baglamistir (Aksoy
ve ark., 1958).

Ulkemizde hemoglobinopatilere iligkin yapilan galigmalar giiniimiize kadar, yontem
birligi olmaksizin birkag biiyiik ildeki hastanelerde calisilmistir. Ayrica bolgesel
verilerin de kisitlh olmasiyla en saglikli verinin beta talasemiye ait oldugu
belirtilmistir. Beta talasemi iilkemizde %2,1 siklikla goriiliir. Ulkemizde yapilan
bolgesel calismalarda 6zellikle Akdeniz bolgesinin giineyi ve akdeniz bolgesinin
doguya baglandigi yerlerde beta talasemi sikligr %0,7 ile %13 arasinda degismekte
olup, en sik gozlenen mutasyonun %48 oraninda IVS.I.110 (G>A) oldugu
bildirilmektedir (Keser ve ark., 2004). Bu ¢alismamizda ise 3-TM hastalarinda en sik
goriilen mutasyonun %67 siklikla IVS.I.110 (G>A) ve bu mutasyonun homozigot
genotipinin de %58 siklikta oldugu goriilmiistiir. Bu da bize Antalya ve Akdeniz
bolgesinde oldugu gibi iilkemizde de en sik gdzlenen mutasyonun IVS.1.110 (G>A)
oldugunu gostermektedir. IVS.I.110 (G>A) mutasyonun sik olmasi B-TM
hastalarin gelecekte CRISPR/Cas9 gibi yeni tedavi segeneklerinde, genetik ve
epigenetik olarak diizenlenmesinde 6nemli bir hedef olusturabilir. Ornegin,
IVS..110 (G>A) igin homozigot olan 13 hastanin HbF i¢in etkili olan Xmnl
polimorfizmini tasimamalari (Yunus, 2016), B-TM hastalarinin biiyiik bir grubunda
HDbF yiiksekliginde SALL2 geni gibi modifiye edici genlerin rol oynayabilecegini de

gostermektedir.

Beta talasemideki genetik heterojenite, farkli klinik bulgular ile farkli fenotipte
bireyler olusturur. Bu klinik farkliliklar, genellikle asemptomik formu olan beta
talasemi mindrden ciddi transfiizyon bagimlisi B-TM’e kadar fenotipleri

icermektedir. B-TM fenotipinde genellikle yasamin ilk yillarinda ciddi hemolitik
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anemi goriillir. Hasta bireyler olup, diizenli transfiizyon ve dikkatli tibbi miidahale

gerektirir (Karimi ve ark., 2014).

B-TM hastalarmin transfiizyon ihtiyacini azaltmak icin cesitli klinik ve laboratuar
arastirmalart yapilmaktadir. Bu aragtirmalar kemik iligi transplantasyonundan gen
tedavi protokollerine kadar yasamsal riskleri yiiksek bir¢ok arastirma ve c¢alismalari
kapsamaktadir (de Dreuzy ve ark., 2016). Son yillarda hasta igin riski diisiik ve yan
etkisi olmayan tedavi secenekleri giindeme getirilmistir. Insan genom projesinin her
gecen giin daha da aydinlatilmasi, hastaliklarin tedavisinde, hastalikla ilgili gen veya
lokuslarin genetik ve epigenetik diizenlemeleri 6n plana ¢ikmaya baglamistir. Tek
gen hastaligi olan hemoglobinopatilerde de ayni mutasyonu tasiyan bireylerdeki
klinik farkliliklarin dikkat ¢ekmesi, klinik etkiyi modifiye eden gen ve lokuslarin
varhigini isaret etmistir (Thein, 2005). Bu ¢er¢eveden bakisla, beta talasemi major

hastalarinda HbF indiiksiyonuna yonelik yapilan ¢aligmalar giindeme gelmistir.

Beta globin lokusunda y (gama) globinin embriyonik dénemde sentezi baslar, fetal
donemde sentezi artar ve dogumdan sonra %1-2 oraninda goriilmektedir (Higgs ve
ark., 2012). y globinin sentezlenmesini regiile eden genetik ve epigenetik
mekanizmalar devreye sokulmasi ile mutant beta globinin baskilanmasi, azaltilmasi
ve alfa zincirlerinin oransal artisinin azaltilmasi ve ¢okmesinin engellenerek, HbF
olusumunun artirilmasi temel hedeflerden biri olmustur. Bunun gerceklestirilmesi
icin farkli farmakolojik ajanlar HbF i¢in indiikleyici olarak kullanilmiglardir (de
Dreuzy ve ark., 2016). Ancak bireysel genetik yapinin etkileri ve kullanilan
kimyasallarin yan etkileri dikkate alindiginda, HbF indiiksiyon yolaginda gorev alan

transkripsiyon faktorleri, aktivatorleri ve inhibitorleri hedef haline gelmislerdir.

Sheehan, Crosby ve arkadaslarinin (2014) beta-globin zincirinde kodon 6’daki A-T
mutasyonu ile Kkarakterize orak hiicreli anemili (OHA) hastalarda tiim ekzon
taramasinda, SALLZ2 geninde P840R varyantina sahip hastalarda, hidroksitire
(HU)’ye yanit olarak HDbF seviyesindeki degisimin arttigi gosterilmistir.SALL2
geninin HbF indiiksiyonunda modifiye edici bir gen olacagi ileri siirlilmiistiir.
Bugiine kadar da literatiirde p-TM hastalarinda SALL2 geni ile ilgili bir ¢alisma yer
almamaktadir (06.06.2017 tarihli literatiir taramasi1 dahil). Buradan yola c¢ikarak,
HbS’e neden olan GAG>GTG mutasyonunun, beta-globin geni iizerinde olmasindan

dolay1, HbF seviyesi yiiksek olan B-TM’li hastalarda, modifiye edici SALL2 geninin
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baglanma motifi bolgesinde mutasyon olup olmadigimi agikliga kavusturmayi
planladik. Bunun i¢in arastirmamizda; HbF seviyesi yiiksek(%2>) olan B-TM’li
hastalarda, SALL2 geninin baglanma motifindeki HbS’li hastalardaki gibi

tanimlanmis veya olasi tanimlanmamis mutasyonlar1 taramay1 amagladik.

Insan Genom Projesi (HUGO) c¢alismalar1 ve GenBank verilerinden yola ¢ikarak,
kromozom 14’iin q11.2-q12 bolgesinde 16.137 bp alanda yerlesen SALL2 geni 2
ekzon ve 1 introndan olustugu, 1007 aminoasitlik protein kodladigi, proteinin
MW=105.3 KDa oldugu, proteinin hematogenezin de i¢inde bulundugu insan
gelisiminde rol oynayan bir transkripsiyon faktorii oldugu goriilmektedir
(http://www.genecards.org/, http://www.genenames.org/ Erisim Tarihi: 23Mart
2017).

SALL2 transkripsiyon faktoriiniin insan gelisim basamaklarinda hemoglobin
tetramerinin sekillenmesinde ise karisan, 6zellikle HbF’i baskilayan BCL11A, KLF1,
HDAC1/2 gibi faktorlerle iliskisi oldugu, bu iliskiyi baglanma domainleri araciligi ile
gerceklestirdigi, bu domainlerde meydana gelecek degisikliklerin HbF’i1 baskidan
kurtaracagr ve HbF seviyesinin artacagmi diislindlirmiistiir. Bu nedenle evrimsel
stiregte ¢ok iyi korunmus olan SALL2 genindeki her mutasyon ve varyasyon HbF

diizeyinin artisi ile iliskilendirilebilecektir.

Biz de bu ¢alismamizda, SALL2 geni baglanma motiflerini (domainlerini) 3 farkli

PZR amplikonu(D1, D2 ve D3) olarak ¢ogaltip, DNA dizileme yontemi ile inceledik.

5.1. SALL2 Geni D1 Bolgesi Mutasyon Sonug¢larinin Degerlendirilmesi

SALL2 geni baglanma motifi D1 bdolgesinin DNA dizileme analizi sonucunda
caligilan 66 hasta ve 10 kontrol hastasinda herhangi bir mutasyon ve varyasyon tespit
edilmedi. Bu bulgu bize genin korunmus ve sistem biyolojisi bakimindan bir 6neme
sahip oldugunu gostermektedir. Giincel literatiir taramasinda da beta-talasemi
hastalar1 ile ilgili bir ¢alismanin yer almadigi, bu bulgunun populayon genetigi

acisindan dnemli oldugunu diisiinmekteyiz.

5.2. SALL2 Geni D2 Bolgesi Mutasyon Sonug¢larinin Degerlendirilmesi
SALL2 geni D2 bolgesi DNA dizileme analizi i¢in degerlendirmeye alinan 66 hastada

iki farkli varyasyon tanimlandi.
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D2 domaininde tanimlanan 2 varyasyondan birincisi; rs61746515 (g.18721G>A,
€.2232G>A, p.Gly744=) varyasyonu olup, tezimizde D2-V1 varyanti olarak
isimlendirildi (Tablo 4.1). Calismaya alinan hastalardan 63’tiinde (%95.46) GG,
3’lnde (%4.54) GA heterozigot genotipi tespit edildi. Yapilan alelik frekans
hesaplamasinda G alelin %97,72 A alelin ise %2,28 siklikta goriildiigi ortaya
konuldu. Bu veriler bize, SALL2 geninin evrimsel siire¢ iginde ¢ok iyi korunmus
olmasma ragmen, degisen ¢evresel kosullara gore korunmus olan baglanma
motiflerinin diisik siklikta da olsa degisebilecegini gostermektedir. Literatiirde bu
varyasyon glisin-glisin sinonim varyanti olarak tanimlanmis, protein diizeyinde
SALL2‘de bir etkisi beklenmemektedir. Ancak, DNA diizeyindeki piirin-piirin
(G>A) transisyonunun, SALL2 geninin transkripti iizerinde etkili olup olamayacagi
heniiz agiklik kazanmamistir. Ayrica bu degisim, 3 hastada da hemen 3 niikleotid
yakininda yer alan rs1263810 C>G (g.18725C>G) Gly746Arg mutasyonu ile bilesik
heterozigot olarak tespit edildi (Tablo 4.1). Bu hastalarin anne-babalari
calisilmadigindan, bu iki degisimin cis veya trans alel konumda olup olmadiklar
belirlenmedi. Bu ti¢ hastanin ortalama HbF diizeylerinin 8.6 oldugu, her igiiniin de
rs61746515 (g.18721G>A. C.2232G>A, p.Gly744=) ve rs1263810 C>G
(9.18725C>G) Gly746Arg degisimlerini bilesik heterozigot olarak tasidiklari
goriilmektedir. Hasta sayis1 ve gruplama kriterleri homojenize edildiginde, bu

birlikteliginin 6nemi daha iyi tartisilabilecektir.

D2 domaininde tanimlanan varyasyondan ikincisi ise; rs1263810 (g.18725C>G,
€.2236C>G, p.Gly746Arg) varyasyonu olup, tez yaziminda D2-V2 varyanti olarak
isimlendirildi (Tablo 4.1). Bu yanlis anlamli (missense) mutasyona bagli olarak 6
hastanin homozigot CC, 34 hastanin CG heterozigot ve 26 hastanin ise GG
homozigot genotiplerine sahip oldugu goriildii. HUGO cergevesinde ve GenBank
verilerinde C alelinin yabanil tip (wild type) oldugu, G ve A alellerinin mutant tipler
oldugu belirtilmistir. Ancak, vaka sayisinin az olmasina karsin, 66 hastanin genotipik
bulgulan sirasiyla, CC, CG, GG %9.09, %51.51, %39.39 iken, C alelinin frekansini
%34,84 ve G alelinin ise %65,16 oldugunu ortaya koymaktadir. Hem c¢alisma
grubundaki 66 B-TM hastalarinda hem de HbF diizeyi %2< olan kontrol grubu g-TM
hastalarinda mutant A aleline rastlanilmamistir. Ayrica kontol grubunda, CC
genotipine 2 hastada, CG genotipine 1 hastada, GG genotipine 7 hastada

rastlanilmistir. Bu veriler bize, G alelinin Tiirk populasyonunda daha yaygin
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oldugunu gostermekle birlikte, HbF’i normal sinirlarda olan saglikli bireylerde bu
degisim oranina bakilmasi diisiincesindeyiz. Ciinkii biz HbF’i yiiksek B-TM’li
hastalarda baktigimiz i¢in G mutant aleli ile ortaya ¢ikan glisin arjinin degisimi
(c.2236C>G, p.Gly746Arg), HDbF’i indikleyen bir mutasyon olarak
degerlendirilebilir. Ayrica, SALL2 proteininin korunmus, sekans spesifik DNA
baglayan bir kritik transkripsiyon faktorii oldugu goz oniine alindiginda, baglanma
motifindeki 746. pozisyondaki glisin aminoasitinin normal biyokimyasal kosullarda,
non-polar (notral) alifatik R-gruba sahip oldugu icin genelde proteinin i¢ kisminda
lokalize oldugu buna karsin mutasyonla doniistigii arjinin amino asitinin ise pozitif
yiklii ve bazik oldugu, R-grubunun genelde proteinin dis kisminda yerlestigi,
proteine fleksibilite (esneklik) kazandirma gibi biyokimyasal 6zellikler yiikledigi
goriilmektedir (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Class/Structure/aa/aa_explorer.cgi
Erisim Tarihi: 10 Nisan 2017). Literatirde SALL2 proteini fonksiyon galismalari
heniiz bulunmamasina ragmen, baglanma domaininde meydana gelen bu degisikligin
hematopoezde, HbF indiiksiyon yolaginda etkili olabilecegini gostermektedir. Ciinkii
arjinin amino asitinin proteine esneklik kazandirmasi, SALL2 proteinin BCLL11A,
KLF1 ve HDACL1/2 gibi y globin sentezini baskilayan faktorlere baglanmada sorun
yasayacagi ve boylece HbF’i baskilayamadigi i¢in B-TM’li hastalarda HbF artisina
sebep olacag fikrini ortaya koymaktadir. Dolayisiyla bu degisimin SALL2 proteini
ve onun BCLL11A, KLF1 ve HDAC1/2 gibi proteinlerle etkilesiminin HbF {izerine
etkisini gostermek i¢in ek fonksiyon ¢alismalarina ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu nedenle
calismamiz, yeni arastirma konularina ve alanlarina zemin olusturmakta, bilime ve

literatiire 6nemli katki sunmaktadir.

Literariir taramasinda Hepatit C Virusu (HCV)nun HCV1b genotipi ile enfekte Cinli
105 karaciger hastasinda yapilan tiim ekzom taramasinda 64.449 SNP bulunmustur.
Ayn1 HCV1b genotipine sahip hastalarda HCV spontan Kklirensi ve karacigere bagh
hastaliklarin ilerleyisini etkileyen en onemli 20 SNP igerisinde ¢alismamizda
buldugumuz SALL2 geni 2.Ekzon D2 bolgesinde rs1263810 (g.18725C>G,
€.2236C>G, p.Gly746Arg) varyasyonu da yer almis ve istatistiksel olarak galisma
grubundaki hastalarda karacigere bagl hastaliklarin ilerleyisi arasinda anlamli bir
iliski bulunmustur (You ve ark., 2014). Bu mutasyona, rs1263810 (g.18725C>G,
€.2236C>G, p.Gly746Arg), SALL2, sekans spesifik DNA baglayan bir transkripsiyon

faktor aktivitesine sahip oldugundan, baglanma motifindeki mutasyonlar veya
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motifin tiimden kaybi, ilgili doku ve organlarda ciddi klinik tablolara neden
olmaktadir. Ornegin erken stop(dur) kodon mutasyonuna (c.85G>T) bagl olarak,
baglanma motifi bulunmayan SALL2 proteini, embriyonik goz gelisiminde, diinyada
cocuklarda gérme kaybina neden olan en 6nemli hastaliklardan biri olan koloboma

neden oldugu bildirilmektedir (Kelberman ve ark., 2014).

5.3. SALL2 Geni D3 Bolgesi Mutasyon Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Calismamizin hipotezinde ¢ikis noktasi olan ve 130 HbS (OHA) hastalarinda yapilan
tim ekzon c¢alismasinda, genelde 25 varyant bulunmus, bunlardan 13 tanesinin
hidroksiiire indiiksiyonunda yiiksek HDF ile yanit gosterdigi 13 varyanttan birinin de
SALL2 genindeki rs61743453 bolgesindeki P840R degisiminin ise en yiiksek HbF
yanit1 verdigi goriilmiistiir (Sheehan ve ark., 2014). Bizim ¢alismamizda yer alan
hasta grubumuz HbS iligkili orak hiicre anemili degil beta talasemi major olup, HbF’i
yiiksek 66 bireyde ve 10 kontrol grubunda rs61743453 P840R varyantina
rastlanilmamistir. Bu varyantin orak hiicre anemili hastalarda bulunmasi, bir ko-
segregasyon olusturdugu fikrini desteklemektedir. Bunun i¢in toplumumuzdaki OHA
hastalarinda bu varyantin taranmasi Onerilmektedir. Ancak calismamizda beta
talasemi major hastalarindan biri bir anormal hemoglobin varyant1 olan HbKnossos
(Cod 27 G>T)’1 IVS.1.110(G>A) mutasyonu ile bilesik heterozigot genotipine sahip
ve HDF degeri %19,4°tli. Bu hastada D2-V2 varyant1 heterozigot olarak tespit
edilmisti. Bu da bize, HbS ve HbKnossoss basta olmak {izere, yaygin goriilen diger
anormal hemoglobin gruplarinda SALL2 geni baglanma motifi mutasyon ve

polimorfizmlerinin taranmasi gerektigini gostermektedir.

Calismamizda HbF degeri normal olan (%2<) 10 beta talasemi majorlii hasta kontrol
grubu olarak c¢alisildi ve SALL2 baglanma motifleri degerlendirildi. Kontrol
grubunda D1, D2-V1(rs61746515G>A, ¢.2232G>A, p.Gly744=) ve D3
domainlerinde mutasyon ve varyasyona rastlanilmazken, D2-V2 (rs1263810C>G,
€.2236C>G p.Gly746Arg) yanlis anlamli (missense) mutasyona 7 hastada homozigot
GG, 1 hastada heterozigot CG, 2 hastada homozigot CC genotipi gozlendi. Calisilan
ornek sayisi az olmasina ragmen bu vakalar B-TM fenotipinde olduklari i¢in, normal
bireyleri temsil edemezlerse de, HbF ile iliskisi bakimindan bu sonuglar bize
HUGO’nun C alelin normal alel oldugunun tersine bizim toplumda G alelinin daha

yaygin oldugunu gostermektedir. Bunun agikliga kavusturulmasi i¢in, HbF degeri
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normal olan ve herhangi bir hastalifi bulunmayan bireylerin dahil edildigi,
istatistiksel degerlendirme igin yeterli Orneklem evrenine sahip arastirma

yapilmalidir.

Sonug olarak, tek gen hastalig1 olan ve hemoglobinopatiler igerisinde en sik goriilen,
genis klinik ve genetik heterojeniteye sahip olan beta talasemi majorde, klinik siddeti
modifiye eden genlerden biri olarak karsimizda duran sekans spesifik DNA baglayan
transkripsiyon faktorii aktivitesi gosteren, hematopoezde etkili olan SALL2 geninin
baglanma motifleri, tilkemizde ilk defa altin standart olan DNA dizileme yontemi ile
analiz edilmistir. Bu populasyonumuz agisindan 6nemlidir. Hastalarimizda direkt
veya dolayli olarak HbF diizeyini degistirebilecek, SALL2  geninin
transkripsiyonunda etkili olabilecek, protein yap1 ve fonksiyonunda degisikliklere
neden olan sinonim varyasyon (rs61746515G>A, ¢.2232G>A, p.Gly744=) ve yanlis
anlamli (missense) mutasyon (rs1263810C>G, ¢.2236C>G, p.Gly746Arg) ortaya
cikarilmigtir. Calismamizin sonuglarinin, tlkemizdeki B-TM hasta populasyonu
bakimindan, HbF’i modifiye eden genlere iliskin calisma yapmak isteyen

arastiricilara  ve  literatiire  Onemli  katkilar  sunacagi  diislincesindeyiz.
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6. SONUC ve ONERILER

Beta talasemi, diinyada ve iilkemizde onemli bir saglik sorunu olarak devam
etmektedir. Hastaligin Onlenmesine yonelik ciddi c¢alismalar yapilsa da, hasta
doganlarin tedavisine yonelik gesitli stratejiler gelistirilmektedir. Bu stratejilerden en
onemlisi, hastaya yasamsal risk getirmeyen ve en az yan etkiye maruz birakan HbF

indiiksiyonunu saglayan tedavi stratejileridir.

Biz de ¢alismamizda; HbF’i yiiksek olan beta talasemi major hastalarinda, normal
kosullarda HbF’i baskilayarak normal seviyede tutan, ancak mutasyona ugradiginda
HbF’i yiikselten SALLZ2 genine ait baglanma motiflerinde mutasyon taramasi
gerceklestirdik. Prospektif 100 hastada planlanan ¢alismamiz, 66 arastirma ve 10
kontrol grubu olmak tizere 76 hastada gergeklestirilmis, kalan 24 hastanin galigmasi

proje final raporuna eklenecektir.

Beta talasemi majorde klinik farkliliklara neden olan modifiye edici genlerden ve
giincel literatiir taramasina gore diinyada ve Tiirkiye’de ilk defa altin standart yontem
DNA dizileme ile SALL2 modifiye edici genin baglanma motifleri mutasyon
taramas1 6nemli veriler ortaya koymustur. Ozellikle SALL2 Ekzon 2 bolgesindeki 3
baglanma motifinden D1 ve D3’de mutasyon bulunmamasi kadar, D2 baglanma
motifindeki  biri  sinonim  varyasyon rs61746545(p.Gly744=) ve digeri
rs1263810(p.Gly746Arg) yanlis anlamli (missense) mutasyonu bizim toplumumuzda

ve beta talasemi hastalarinda diinyada ilk veriler olmasi1 da 6nemlidir.

1- Calismamizda kendi populasyonumuzdaki hastalarin SALL2 geni baglanma
motiflerinin DNA dizi analizi gergeklestirildi. D2 bolgesinde rs1263810,
0.18725 C>G yanlis anlamli (missense) mutasyonundaki C yabanil tip alel
yerine, bizde G aleli yabanil tip olarak goriilmektedir. Bu populasyon
genetigi bakimindan da oldukcga degerlidir.

2- Calisilacak hasta sayisi artirilarak, HbF indiiksiyonu {izerine etkili olabilecek
bu degisimin frekansi belirlenmelidir.

3- Yine SALL2 Ekzon 2’de D2 baglanma bolgesinde rs61746515 9.18721 G>A,
Gly746=, sinonim degisimi, GA heterozigot olarak 3 hastada goriilmiis, A

alelinin frekans1 %2,28 olarak bulunmustur. Bunun proteine etkisi
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diistiniilmezken, SALL2 geni transkriptini etkileyen bir faktor olabilecegi
disiiniilebilir.

4

g.18725 C>G yanlis anlamli (missense) mutasyonu SALL2 proteininde
Glisin (G) ’den Arjinine (R) doniisiim olarak yansimakta, aminoasitlerin
farkli yapi, elektriksel yiikk ve katlanmalarla fonksiyonunu etkileyerek HbF
indiiksiyonunda etkili olabilecegini diisiindiirmektedir.

5

Bu degisimin etkisinin olup olmadigini ortaya koymak i¢in, HbF’i normal
sinirlarda olan, talasemik ve baska hematolojik hastaliklar1 olmayan saglikli
bireylerde SALL2 geni taramasi yapilmalidir.

6

Calismamizda bulunan g.18725 C>G yanlis anlamli (missense) mutasyonu
sonucu SALL2 proteinindeki Glisin (G)’den Arjinine (R) doniisiimiiniin etkisi,
protein fonksiyon calismalari ile agikliga kavusturulmalidir.

7

Hematopoez yolaginda 6nemli gorevi olan ve sekans spesifik DNA baglayan
SALL2 transkripsiyon faktorii, BCL11A, KLF1, HDAC1/2 ve DMT1 gibi
diger HbF baskilayici faktorlerle etkilestigi icin, yeni bir modifiye edici aday
gen olarak goriilmektedir.

8

B-globin geni mutasyonlari, SALL2 geninin baglanma motifleri ve yakin
bolgelerindeki degisikliklerin HbF indiiksiyonunu diizenleme etkisi, SALL2
genini CRISPR/Cas9 gibi yeni yontemlerin hedefi haline getirecek, gelecekte
hastalara yan etkisi olmayan tedavi olanaklar1 sunabilecektir.

9

Hemoglobinopatilerden en sik ve klinik etkisi en agir olan beta-talasemide
HbF indiiksiyonunun kontroliinde SALL2 ile birlikte mikroRNA ve
kodlamayan (non-coding) RNA’larin ¢aligilmasi bireye 0Ozgli genetik
diizenlemelerin hedeflenmesi, yeni tedavi se¢eneklerini ortaya ¢ikaracaktir.

10- Bulgularimiz, hem {ilkemizde hem de diinyadaki B-TM hastalarinda HbF
indiiksiyonu ile ¢alismalara ve arastirmalara yeni pencereler acacak, bilimsel

verilere ve literature katki sunacaktir.
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EKLER

EK 1. AYDINLATILMIS ONAM FORMU

Katilime1 / Goniilliiniin Protokol Numarasi:
1. Arastirmayla ilgili Bilgiler:

a. Arastirmamn Adi:
“Beta Talasemi Major Hastalarinda Modifiye Edici SALL2 Geni
Baglanma Motifinde Mutasyon Taranmasi1”

b. Arastirmanin Icerigi:
Beta(B) talasemi; kanin temel yapisi olan hemoglobinin bozuklugu olup, diinya
capinda en yaygin goriilen, otozomal resesif (gekinik) kalitilan tek gen
hastaliklarindan biridir. Hemoglobinin yapisinda bulunan iki alfa ve iki beta globin
zincirlerinin az(B*) ya da hi¢ (B°) sentezlenmemesi durumu ile karakterizedir. Bu
zincir dengesizligi beta talasemiye neden olur ve hemolitik anemiye yol acar.

Beta-talasemi major fenotipinde genellikle yasamin ilk yillarinda, beta zincir
sentezindeki dengesizlik kisa Omiirlii kirmiz1 kan hiicre olusumuna neden olur ve
ciddi hemolitik anemi goriiliir. Bu bireyler hasta olup, yaklasik her ay diizenli kan
almak (transfiizyon) zorunda kalirlar.

Ayni mutasyona sahip beta talasemi hastalarinda, bazen klinik siddet ve hastaligin
seyri farklilik gostermektedir. Bu klinik seyir, hemen hemen asemptomik bulgular ile
hayati tehdit edici durumlar arasinda degismektedir. Bu klinik ¢esitlilik, hastaliktan
sorumlu genler iizerine etkili olan, genomdaki diger modifiye edici genlerden
kaynaklanmaktadir. Artan HbF seviyesi ve eslik eden o-talasemi, B-talaseminin
klinik ve hematolojik siddetini 1yilestirebilen iki ana modifiye edicidir. HbF
seviyesini arttiran, BCLL11A_[ B-cell CLL/lymphoma 11A (zinc finger protein)],
KLF1 [Kruppel-like factor 1 (erythroid)], HMIP [human mitochondrial intermediate
peptidase], Xmn1-HBG2 [gama globin geninde Xmn1 polimorfizmi] gibi modifiye
edici genler gesitli caligmalarda tanimlanmustir.

Sheehan, Crosby ve arkadaglarinin (2014) beta-globin zincirinde kodon 6’daki A-T
mutasyonu ile karakterize orak hiicreli anemili hastalarinda tiim ekzom taramasinda,
SALL2 (spalt like transcription factor) geninde P840R varyantina sahip hastalarinda
hidroksiiire (HU)’ye yanit olarak HbF seviyesindeki degisimin arttigi gosterilmistir.
SALL2 geni, yeni bir modifiye edici gen olarak tanimlanmigtir.

SALL2 geni, hematopoetik hiicrelerin olgunlagsmasinda ve hiicre dongiisiinde rol alan
multi-zinc finger transkripsiyon faktorii olup, kromozom 14q11.1-q12’de lokalizedir.
SALL2, HDF’ in yapisindaki y-globinin co-represorii olarak rol oynadigi
bilinmektedir. SALL2 varyanti, proteinin 840. pozisyonunda prolin arginin
degisikligine yol acar ve bu protein fonksiyonuna zarar verir. SALL2’deki motifde
olusacak mutasyonlar beta talasemi major hastalarinda, HDAC1 ve HDAC2’nin
motife baglanamamasi yiiziinden, SALLZ2 y-globin ekspresyonunu uyarir. Bu da HbF
seviyesindeki artisa yol acar. Bu durumun belirlenmesi, HbF indiiksiyonunda 6nemli
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bir kritik noktay1 olusturmaktadir. Bu bolgedeki degisikliklerin belirlenmesi, ilerdeki
arastirmalara 151k tutarak, hastaligin tedavisinde yeni yollar acabilecektir.

C. Arastirmanin Amaci:
Bu projemizin amaci; beta talasemi major hastalarinda SALL2 geni baglanma
motifi mutasyonlarinin taranarak, genin modifiye edici 6zelliginin tespit
edilmesini takiben, hastalardaki HbF diizeyini artiric1 tedavi olanaklaria
yonlendirici veriler elde etmektir.

d. Arastirmanin Nedeni:
( ) Bilimsel arastirma
(X) Tez galigmast
e. Arastirmanin Ongoriilen Siiresi: Satin alma islemleri tamamlandiktan
sonra 1 yil.

f. Arastirmaya Katilmasi Beklenen Katilmer/Goniillii Sayisi:
100

g. Arastirmada izlenecek Deneysel Islemler:
-Orneklerden DNA izolasyonu
-Aragtirilacak genlere 6zgiil tasarlanan primerlerle ilgili genlerin
amplifikasyonu (PCR yo6ntemi ile)
-Amplifiye edilen bolgelerin DNA dizi analizi

2. Goniilliniin/Katihmceinin Uygulama Sirasinda Karsilasabilecegi Riskler ve
Rahatsizhiklar:

Yukarida aciklanan arastirma sirasinda uygulanacak olan islemlerin bana
asagida belirtilen riskleri ve rahatsizliklar1 getirebileceginin bilincindeyim:

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

3. Géniilliller/Katiimcilar icin Arastirmadan Beklenen Yarar:

Beta talasemi major hastalarindaki HbF diizeyini artiric1 tedavi olanaklaria
yonlendirici veriler elde etmektir.

4. Arastirma Konusundaki Sorularin Cevaplandirilmasi:

Arastirmanin yiiriitiilmesi sirasinda olasi yan etkiler, riskler ve zararlar ile
haklarim konusunda bilgi almak i¢in asagida belirtilen kisiyle baglanti
kurmam yeterli olacaktir.
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Adi- Soyadi:Prof.Dr. ibrahim KESER Telefon: 249 69 73
Ars. Gor. Tugba KARAMAN 249 69 76

5. Zararlarin Karsilanmasi:

Bu ¢calismaya katildigim icin zarar gorecek olursam, gerekli olan tibbi bakimin
sorumlu arastirmaci tarafindan yerine getirilecegi, uygulanan isleme bagh
olarak gelisebilecek her tiir hasara (sakatlanma ve 6liim dahil) kars: giivencede
oldugum, masraflarimin Prof.Dr.ibrahim KESER tarafindan karsilanacag
bana bildirildi.

6. Arastirma Giderleri:

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

7. Goniilliiliik, Calismay1 Reddetme ve Calismadan Cekilme
Hakki, Calismadan Cikarilma:

a. Aragtirmaya hicbir baski ve zorlama altinda olmaksizin goniillii
olarak katiliyorum.

b. Arastirmaya katilmay1 reddetme hakkina sahip oldugum bana
bildirildi.
€. Sorumlu arastirmaciya haber vermek kaydiyla, hicbir gerekce

gostermeksizin istedigim anda bu ¢alismadan ¢ekilebilecegimin
bilincindeyim.

8. Calhismanin yiiriitiiciisii olan arastirmaci ya da destekleyen
kurulus, calisma programinin gereklerini yerine getirmedeki
ihmalim nedeniyle ya da arastirma prosediiriine bagh olarak
onayimi almadan beni calisma kapsamindan ¢ikarabilir.

9. Gizlilik:

Calisma siiresince tutulan biitiin kayitlar ve dosya bilgileri gerektiginde,
ceseesnneenee.firmasi ve yoneticilerine ulastirnlacaktir. Bu
calismadan elde edilen bilgiler, verilere gereksinimi olan oteki iilkelerin
hiikiimetlerine ve ilgili birimlerine iletilebilir. Calismanin sonuclar1 bilimsel
toplantilar ya da yayinlarda sunulabilir. Ancak, bu tiir durumlarda kimligim
kesin olarak gizli tutulacaktir.

10. Calismaya Katilma Onayi:

Yukarida yer alan ve aragtirmadan 6nce goniilliiye / katilimeiya verilmesi gereken
bilgileri gosteren Aydinlatilmis Onam Formu adli metni kendi anadilimde okudum
ya da bana okunmasini sagladim. Bu bilgilerin icerigi ve anlami, yazili ve sozli
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olarak aciklandi. Aklima gelen biitlin sorular1 sorma olanag1 tanind1 ve sorularima
doyurucu cevaplar aldim. Caligmaya katilmadigim ya da katildiktan sonra ¢ekildigim
durumda, hi¢bir yasal hakkimdan vazge¢mis olmayacagim. Bu kosullarla, s6z
konusu arastirmaya higbir baski ve zorlama olmaksizin goniillii olarak katilmay1
kabul ediyorum.

Bu metnin imzal1 bir kopyasin1 aldim.
Goniilliiniin / katilimcinin Adi- Soyada:
Yas ve Cinsiyeti:
Imzas:

Adresi (varsa telefon ve/veya fax numarasi):

Velayet ya da vesayet altinda bulunanlar icin;
Veli ya da Vasinin Adi- Soyada:
Imzas:

Adresi (varsa telefon ve/veya fax numarasi):

Aciklamalar1 Yapan Arastirmacinin Adi- Soyadi: Prof. Dr. ibrahim KESER
Imzas:
Tarih:
Adi-Soyadi: Ars. Gor. Tugbha KARAMAN
imzas:

Tarih:

Onam alma islemine basindan sonuna kadar tamkhk eden kurulus gorevlisinin
Adi- Soyadi:Prof. Dr. Erdal KURTOGLU

imzas::

Gorevi:

Tarih:
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