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OZET

ORAK HUCRELI ANEMI HASTALARINDA GDF-15
EKSPRESYONUNUN POSTTRANSKRIPSiYONEL
REGULASYONUNDA miRNA’ LARIN ROLU

Bu calismada orak hiicreli anemili hastalarda hepsidinin ekspresyonunu baskilayarak
demir birikimine katkida bulunabilen GDF-15’in artmis ekspresyonunu aydinlatabilecek
molekiiler olaylardan GDF-15’in posttranskripsiyonel regiilasyonunda miRNA’larin rolii
arastirilmistir.

Calismamizda yas ve cinsiyet agisindan benzer 33 orak hiicreli anemi hastasi ile 30
saglikli kontrol grubu arasinda tam kan sayimi parametreleri, HbF, ferritin diizeyleri ayrica
GDF-15 ve hepsidinin protein ve gen ekspresyon diizeyleri ile ¢goklu miRNA ekspresyon
diizeyleri karsilastirilmistir.

Tiim grup-1 ve grup-2 hastalarindan onam aldiktan sonra toplam iki (2) tiip venoz
kan ornekleri alinip EDTA’l1 tiiplere konuldu. Tiiplerden birinden tam kan sayimi ve HPLC
ile hemoglobin tiplendirilmesi yapild. Ikincisinden RNA izolasyonu yapilarak cDNA elde
edildi. Bu cDNA’lar kalip olarak kullanilarak miRNA ekspresyon diizeyleri RT-PCR
yontemi ile saptanmuistir.

Tam kan sayimi1 parametreleri ve HbF seviyeleri gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli derecede farkli bulundu (p<0,001). Ferritin diizeyleri hasta grubunda daha
yiiksekti(p<0,001). CRP diizeyleri her iki grup da normal araliktayd: ve istatistiksel olarak
anlamli farklilik gozlenmedi. Hepsidin protein diizeyi kontrol grubunda daha yiiksekti
(p<0,001). Hepsidin gen ekspresyon diizeyi hasta grubunda kontrol grubuna kiyasla daha
diisiiktii(p=0,021). GDF-15 protein diizeyi hasta grubunda anlamli derecede yiiksek oldugu
goriildii. GDF-15 gen ekspresyon diizeyi hasta grubunda kontrol grubuna kiyasla daha
yiiksekti (p=0,023). Hasta grubunda GDF-15 ile hepsidin protein diizeyleri arasinda negatif
(p=0,002, r:-0,641), GDF-15 protein diizeyi ile Ferritin diizeyi arasinda pozitif (p=0,001,
r:0,602), hepsidin protein diizeyi ile ferritin diizeyi arasinda negatif korelasyon gozlendi
(p=0,001, r:-0,628). Karsilagtirdigimiz miRNA’lardan 10 (hsa-miR-144-3p, hsa-miR-17-5p,
hsa-miR-210-3p, hsa-miR-221-3p, hsa-miR-93-5p, hsa-miR-451a, hsa-miR-20a-5p, hsa-let-



7b-5p, hsa-miR-199a-5p, hsa-let-7i-5p) tanesinin OHAli hastalarda saglikli kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli derecede daha diisiik eksprese oldugu(p<0,005) ve bir
tanesinin de (hsa-miR-125b-5p) daha fazla eksprese oldugu g6zlendi(p<0.001).

Bu veriler bize; OHA’li hastalarda diisiik eksprese edilen miRNA ’larin bu hastalarda
GDF-15’in postranskripsiyonel olarak daha fazla translase olmasina bu yolla diisiik hepsidin

diizeylerine dolayisiyla artmis demir yiikiine sebep olabilecegini diisiindiirmektedir.

Anahtar Sozciikler: Orak hiicreli anemi, GDF-15, miRNA, Hepsidin
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ABSTRACT

ROLE OF miRNAs IN POSTTRANSCRIPTIONAL
REGULATION OF GDF-15 EXPRESSION IN SICKLE CELL
ANEMIA PATIENTS

In this study, we investigated the role of miRNAs in the posttranscriptional regulation
of GDF-15, one of the molecular events that may elucidate the increased expression of GDF-
15, which may contribute to iron accumulation by suppressing hepsidine expression in
patients with sickle cell anaemia.

In our study, complete blood count parameters, HbF, ferritin levels, protein and gene
expression levels of GDF-15 and hepcidin, and multiple miRNA expression levels were
compared age- and sex-matched between 33 sickle cell anaemia patients and 30 healthy
control groups.

After obtaining consent from all group-1 and group-2 patients, a total of two (2) tubes
of venous blood samples were collected and placed in EDTA tubes. Complete blood count
and haemoglobin typing by HPLC were performed from one of the tubes. RNA was isolated
from the second tube and cDNA was obtained. Using these cDNAs as moulds, miRNA
expression levels were determined by RT-PCR method.

Complete blood count parameters and HbF levels were found to be statistically
significantly different between the groups (p<0,001). Ferritin levels were higher in the
patient group (p<0,001). CRP levels were in the normal range in both groups and no
statistically significant difference was observed. Hepsidin protein level was higher in the
control group (p<0,001). Hepsidin gene expression level was lower in the patient group
compared to the control group (p=0,021). GDF-15 protein level was significantly higher in
the patient group. GDF-15 gene expression level was higher in the patient group compared
to the control group (p=0,023). In the patient group, negative correlation was observed
between GDF-15 and hepsidin protein levels (p=0,002, r:-0,641), positive correlation
between GDF-15 protein level and ferritin level(p=0,001, r:0,602), negative correlation

between hepsidin protein level and ferritin level(p=0,001, r:-0,628). It was observed that 10

Xl



of the miIRNAs (hsa-miR-144-3p, hsa-miR-17-5p, hsa-miR-210-3p, hsa-miR-221-3p, hsa-
miR-93-5p, hsa-miR-451a, hsa-miR-20a-5p, hsa-let-7b-5p, hsa-miR-199a-5p, hsa-let-7i-5p)
we compared were expressed lower and 1 of the miRNAs de (hsa-miR-125b-5p) was
expressed higher in patients with OHA compared to the healthy control group(p<0.001).
These data suggest that miRNAs that are under-expressed in patients with OHA may
cause GDF-15 to be translated posttranscriptionally more in these patients, thus leading to

low hepcidin levels and thus increased iron load.

Keywords: Sickle Cell Anemia, GDF-15, miRNA, Hepcidin
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1. GIRIS ve AMAC

Proteinlerin sentezlenmesi canliligin devaminin merkezinde rol oynamaktadir. Insan
organizmasinin genomunda yer alan protein sentezinde gorevli kodlayici genleri regiile eden
mikro RNA (miRNA) adi verilen kiiglik niikleotid dizilerinin 6nemli gorevleri vardir.
miRNA lar insan genomunda yer alan ancak proteinlerin kodlanma bolgesindeki RNA
genleri yanisira protein kodlamasinin gergeklestigi ekzon ya da intron bolgelerinden
transkripte edilen fakat translase edilmeyen, fonksiyonel agidan gen ekspresyonu
regililasyonunda gorev alan ortalama 22 niikleotitten meydana gelen ve tek sarmalli islevsel
RNA molekiilleridir (Byon ve Papayannopoulou 2012, Zhang ve ark. 2012). miRNA’lar,
proliferasyon, hiicresel biiyiime, farklilagsma, apoptoz, yaslanma, immiinite ve metabolizma
gibi bircok islevi denetlerler. MIRNA; hedef mMRNA’ya baglanarak, ilgili genin
transkripsiyon sonrasi fonksiyonlarinin dolayisiyla da genetik aktivitesinin durdurulmasini
saglar. Eritroid onciil hiicrelerin olgunlagmasi, proliferasyonu, enekiilasyonu ve fetal vy-
globin genlerinin ekspresyonunda etkili miR’ler tanimlanmigtir. MiR-15a, miR-126, miR-
16-1, miR-144, miR-210 ve miR-451 tanmimlanan eritrosite spesifik mMiIRNA olarak
bildirilmektedir (Bianchi ve ark. 2012, Byon ve Papayannopoulou 2012, Kim ve ark. 2015).
Karacigerden salgilanan kii¢iik bir protein olan Hepsidin; demir emiliminin ve dokulara
tasinmasinin ana diizenleyicisi olarak rol oynar. Plazma demir seviyesi ve eritropoetik
aktivite, hepsidin seviyesini diizenler. Demir seviyesindeki artis hepsidin tiretimini artirir.
Yiiksek hepsidin seviyesi diyetle alinan demir emilimini ve hiicre i¢inde demir kullanimini
azaltir; bu nedenle hepsidin dokularda demir birikimini engeller. Yiiksek eritropoietik
aktivite, hepsidini baskilar (Nemeth ve Ganz 2009, Subha Palaneeswari ve ark. 2013, Arezes
ve Nemeth 2015). Hepsidin transkripsiyonu, artmis eritropoietik aktivite ve anemi
durumunda baskilanirken, asir1 demir yiikii durumunda indiiklenir (Subha Palaneeswari ve
ark. 2013, Chang ve ark. 2019). Olgun eritroblastlardan eksprese edilen multifaktoryel bir
sitokin olan GDF-15 (Growth differantiation factor) ‘hepsidin baskilama faktorii’ olarak
tanimlanmaktadir. Inefektif eritropoezin goriildiigii hemoglobinopati durumlarinda GDF-15
ekspresyonu arttigi yaymlanmistir. Bu artis hepsidin ekspresyonunu baskilayarak demir
emilimini artmasina ve dokularda agir1 demir yiiklenmesine katkida bulunur. Hiicresel stres,
hasar ve apopitoz ile iliskili olan GDF-15" in yiiksek gen ekspresyonu inefektif eritropoez

ile iliskilidir. Literatiirde, inefektif eritropoezin oldugu orak hiicreli anemi de GDF-15’in



hepsidin salinimi diizenlemesindeki roliinii gosteren az sayida ¢alisma vardir (Chang ve ark.
2019). GDF-15 hemoglobinopatilerde hepsidin diizenlenmesinde etkilidir ve GDF-15’ in
artmis ekspresyonu hepsidin ekspresyonunu inhibe ederek hemoglobinopati sendromlarinda
demir birikimine katkida bulunabilir (Tanno ve ark. 2010). Ayrica az transfiizyon alan
hastalardaki demir birikimi de yiiksek GDF-15" in hepsidin ekspresyonunu uygunsuz
baskilamasindan kaynaklanabilir (Mariani ve ark. 2009). Ulkemizin yanisira tiim diinyada
hem gozlenme siklig1 hem de tasiyicilik orani yiiksek diizeyde olan hemoglobinopatiler ayni
zamanda en sik goriilen tek gen bozukluklaridir. Bunlar i¢inde otozomal resesif kalitilan
Orak Hiicreli Anemi, hemoglobin molekiilii igindeki proteininin hasarli {iretimi neticesinde
meydana gelen, kronik hemolitik anemi ile karakterize kalitsal bir ¢esit kan hastaligidir
(Williams ve Thein 2018). Orak seklini alan eritrositlerin 6miirleri kisalmig olup dalak
tarafindan normal kan hiicrelerine kiyasla daha hizli yikilirlar. OHA hastalarinda
eritrositlerin normalden daha kisa 6mre sahip olmasinin sebebi budur ve bu durum hemolitik
krizinin ciddiyetiyle dogrudan iliskilidir. OHA’ de uygulanan tekrarlayan kan
transflizyonlari, hasta bireylerin doku ve organlarinda demir birikimine bagl olarak organ
hasarlarina ve fonksiyon bozukluklarma yol agmaktadir. Asirt demir birikimi OHA’li
hastalarda goriilen organ hasarlar1 ve yetmezliklerinin baslica nedenini olusturmaktadir
(Jiang 2020, Sun ve ark. 2020). Demir, oksijen tasinmasi, hiicresel enerji metabolizmasi,
enzimlerin bir bileseni olarak ve bir¢ok enzimatik reaksiyon i¢in gerekli bir mikro besindir
(Toxqui ve ark. 2010). Demir fazlaligi ve demir eksikligi patolojik durumlarla iligkilidir.
Bir yandan Demir eksikligi anemisi, diinya niifusunun dortte birini etkileyen en yaygin
beslenme bozuklugu iken diger yandan asir1 demir yiikiinlin organ hasarindan ciddi
komplikasyonlara yol actig1 durumlar vardir. En sik olarak kronik hemolitik anemiye bagl
tekrarlayan tansfiizyonlarin gerektigi hemoglobinopatilerde goriilen transfiizyonel demir
yiiklenmesi karsimiza ¢ikar. Toksik serbest radikaller olusturan reaksiyonlar1 katalize etmesi
nedeniyle demir metabolizmasi posttranskripsiyonel seviyede demir diizenleyici proteinler
tarafindan siki kontrol altinda tutulur (Wang ve Babitt 2019). Demir yiiklenmesi hemolitik
anemili hastalarda morbidite ve mortalitenin nedenlerinden biridir. Asir1 demir yiikdi,
ozellikle inefektif eritropoezli kronik hemolitik anemi ile karakterize kalitsal kan hastaligi
olan orak hiicreli aenmi (OHA) olmak iizere tekrarlayan kan transfiizyonunun gerektigi
hemolitik hastaliklarin tedavisinde temel bir sorundur. Hepsidin, demir metabolizmasinin

diizenlenmesinde anahtar rol oynar. Anemiye yanit olarak artan eritropoietin sekresyonu,



demir metabolizmasinin eritropoez kaynakli bir diizenleyicisi olan biiylime farklilasma
faktorii 15 sekresyonunu indiikler ve GDF-15 de hiicresel demir depolarindan (karaciger,
dalak) demir mobilizasyonun ve demirin emilimini artirmak igin demir diizenleyici hepsidin
sekresyonunu inhibe ederek baskilar. Bu mekanizmada GDF-15’in asir1 ekspresyonu
hemolitik anemilerde asir1 demir yiiklenmesine katkida bulunabilir (Kautz ve ark. 2014,
Arezes ve ark. 2018).

Orak Hiicreli Anemi (OHA) hastalarinda posttranskripsiyonel yolak iizerinden
hepsidin gen ekspresyonunu engelleyen miRNA’larin tespiti hem hepsidinin molekiiler
diizenlenmesinin aydinlatilmasina katki saglayabilir hem de asir1 demir yiikiinlin bir
gostergesi olabileceginden yeni tedavi yaklasimlarina onciilitk edebilir. Ayrica; antihepsidin
etkili GDF-15’ in iligkili olabilecegi miRNA larin tespit edilmesi orak hiicre hastaliginda
tekrarlayan hemolitik kriz ve tranfiizyona bagl komplikasyonlarin yonetiminde asir1 demir
yiikiinli saptamak ve hastalarin selatér kullanimini1 degerlendirmek icin kullanilacak bir
tanisal belirteg olabilir. Bu c¢alismada; OHA hastalarinda GDF-15 ekspresyonunun

diizenlenmesinde miRNA’ larin roliiniin arastirilmas1 amag¢lanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Hemoglobin
Hemoglobin (HDb), her biri demir tasiyan bir hem prostetik grubuna bagli, protein
yapidaki alfa ve beta globin alt birimlerinden olusur. Heterotetramer yapidaki Hb’nin

yapisinda 4 adet hem molekiilii ve 4 adet globin molekiilii bulunur (Gell 2018).

2.1.1. Hemoglobinin sentezi, yapisi ve fonksiyonlari

Hb’nin bashica islevleri oksijeni (0O:) akcigerlerden periferik dokulara ve
karbondioksiti (CO:) dokulardan akcigerlere tasimaktir. Hb-O:. baglanma ve ayrilma
kinetigi, olduk¢a hassas ayarhidir ve metabolik bozukluklara gore adapte olabilen
biyokimyasal reaksiyonlarla diizenlenir. Nitekim hiicresel hasara sebep olabilen demir ve
serbest Oz’ nin neden oldugu reaktif O molekiillerinin tiretimini de sinirlandirir (Champe
ve ark. 1997, Gell 2018). HGB yapisinin bu Kkritik islevleri nasil yaptigin1 anlama gabalari
50 yili askin siiredir devam etmektedir. Bu nedenle HGB dizilenecek ilk proteinlerden
biriydi ve globin genleri de klonlanacak ilk genler arasindaydi. 1950’lerin sonlarinda, Perutz
ve arkadaslar1 X-1511 kristalografisi yoluyla HGB’nin ii¢ boyutlu yapisimi belirlediler.
Giincel calismalar, bu yap1y1 yiiksek ¢oziintirliikte rafine etti. Globin polipeptitleri, sirasiyla
insan kromozomlar1 16 ve 11 {lizerinde bulunan ayr1 alfa ve beta globin gen kiimelerinden
sentezlenir (Thom ve ark. 2013). Yeni olusan globin zincirleri, dogal katlanmalarin1 A—H
adli yedi veya sekiz alfa sarmalindan olusan ve kiiresel bir yap1 halinde katlanan HGB alt
birimlerine stabilize eden heme’yi hizla birlestirir. HGB alt birimleri, O2’yi ve diger
ligandlar1, HbA tetramerlerinin digina bakan, evrimsel olarak korunmus bir hidrofobik cep
icinde gomiilii hem demiri yoluyla baglar. Heme demiri, "proksimal" histidin olarak
adlandirilan degigmez bir histidin kalintis1 tarafindan globin proteinlerine aksiyal olarak
koordine edilir. O: ile baglanmis kars1 aksiyel pozisyon, helix icerisinde distal histidine ile
etkileserek stabilize hale gelir. Globin proteinleri i¢indeki multipl aminoasitler, non kovalent
etkilesimler yoluyla hem yapisinin baglanmasini stabilize ederler. Hb’nin O:’yi
baglayabilmesi igin demirin indirgenmis (ferr6z, Fe2") durumunda olmasi gerekir.
Oksitlenmis HGB (ferrik, Fe*") O:’yi baglayamaz ve nispeten unstabildir ve bdylece

denatiire olmaya egilimlidir. Eritrositler, ¢esitli mekanizmalar ile Hb’yi indirgenmis



durumunda tutmaya calisirlar. Ornegin, methemoglobin rediiktaz sistemi methemoglobini
(metHb) indirgenmis formuna donistiiriir (Thom ve 2013, Voskou ve ark. 2015, Ghosh ve
ark. 2020).

Sasirtict olmayan bir sekilde, ligand cebi i¢indeki aminoasitleri degistiren globin
mutasyonlari, siklikla, destabilizasyon, O2 i¢in afinitenin degigsmesi ve artmis metHb
olusumu ile heme kayb1 oranlar1 dahil olmak tizere giiclii fonksiyonel etkiler iiretir. Hb,
kendine 6zgii rengini hem grubundan aldigindan dolay1 hemi ¢evreleyen aminoasitlerdeki,
farkli gaz ligandlarindaki veya redoks durumundaki degisiklikler de dahil olmak iizere hem
demirin cevresini etkileyen degisiklikler, goriiniir 151k absorpsiyonunda hemoglobinde
karakteristik degisiklikler {liretir. Bu renk degisiklikleri klinik olarak Hb-O2 doygunlugunu,
metHb olusumunu ve HGB varyantlarinin etkilerini degerlendirmek i¢in kullanilir. HGB
tetramer icinde, her globin alt birimi, farkli zinciri alfalbetal ve alfa2beta2 olarak

adlandirilan iki farkli arayiiz araciligiyla baglar (Sekil 2.1) (Saxena ve ark. 2017)

Fe*?

eritrosit

p zincir A kS azincir

helikal sekildeki
polipeptid molekul

Sekil 2.1. Hemoglobin yapisi (Saxena ve ark. 2017)

Bireysel globin alt birimleri, son derece yiiksek afiniteli alfalbetal etkilesimi yoluyla
dimerler olusturur. Globin zincir monomerleri, eritrositlere zarar veren ve hemolitik anemiye

neden olan hiicre i¢i ¢okeltiler olusturma egilimi ile dimerlere kiyasla nispeten kararsizdir.



Bu nedenle, alfalbetal etkilesimini bozan mutasyonlar, monomerik alt birimlerin
birikmesini destekleyerek eritrotoksisiteye neden olabilir. Diisiik afiniteli alfalbeta2
etkilesimi tetramerizasyona aracilik eder. Oksijen baglanmasi, alfalbeta2 etkilesimini
kararsiz hale getirir ve kuaterner yapmin “T”den (gergin, diisiik afiniteli, oksijensiz) “R”
(gevsemis, yiiksek afiniteli, oksijenli) durumuna gegisi ile sonuglanir, bu da O2’nin ek alt
birimlere baglanmasini kolaylastirir (Aksoy ve ark. 1958, Beutler 2006, Mangla ve ark.
2021). (Sekil 2.2). Bu siireg, Hb-O2 denge egrisinin karakteristik sigmoidal sekli ile
gosterilen kooperasyonuna dayali O2 baglanmasina neden olur (Sekil 2.3). Bu isbirligi, O2
gerilimindeki nispeten kii¢iik diislisler lizerinden maksimum O2 salinimimna izin verir.
alfalbeta2 etkilesim bolgesi igindeki mutasyonlar, esas olarak O2-baglanma &zelliklerini
bozarak Hb’nin fonksiyonel 6zelliklerini degistirebilir. Isbirligi, allosterik diizenleme olarak
adlandirilan genel bir fenomeni temsil eder; burada efektér molekiiller, aktif bolgelerden
farkli bolgelere baglanarak enzimlerin veya diger proteinlerin 6zelliklerini kontrol eder.
02’ye ek olarak birkag allosterik diizenleyici, Hb’nin 6zelliklerini etkiler. Ornegin Hidrojen,
Bohr etkisi olarak adlandirilan bir siirecte O2 salinimini desteklemek icin Hb’ye baglanir.
Periferik dokularda bol miktarda CO2 kirmizi kan hiicreleri tarafindan alinir ve karbonik
anhidraz tarafindan karbonik aside metabolize edilir, bu da Hidrojen iiretimi ve bunun

sonucunda O2 salinimi ile sonuglanir (Serjeant 2001, Yiiksel 2014).

(b)

Central water cavity

Sekil 2.2. a. Hemoglobinin kristal yapisi. Sirastyla gri ve ten renginde iki a zinciri ve B zinciri ile Hb’nin
genel dortlii yapisi. b. Oksijenli (R durumu) Hb’nin yapisi, oksijensiz (T durumu) Hb’nin (mavi) yapist
tizerine bindirilmistir. T yapisindaki daha biiylik merkezi su boslugu dikkat ¢ekici (Ahmed ve ark. 2020)
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Sekil 2.3. Hb’nin oksijen denge egrisi. Normal P50 degeri kesikli ¢izgilerle gosterilir. Egrilerdeki sola

kaydirma ve saga kaydirma sirasiyla kirmizi ve mavi renktedir (Ahmed ve ark. 2020)

Buna karsilik, akcigerdeki nispeten diisiik CO2 ve yiiksek pH, Hb’e O2 baglanmasini
destekler. Ek olarak, CO2, hem alfa hem de beta globinlerinin amino uglariyla karbamino
eklentileri olusturur. Bu etkilesimler, CO2’nin pH iizerindeki etkisine kiyasla tam kan O2
afinitesi iizerinde kiigiik etkiler tiretir. Glikolizin bir yan iiriinii olarak olusturulan ve kirmizi
kan hiicrelerinde nispeten yiiksek konsantrasyonlarda bulunan 2,3-difosfogliserat (2,3DPG)
bilesigi, Hb’nin bir bagka onemli allosterik diizenleyicisidir. Hidrojen ve 2,3 DPG igin
hemoglobin baglama bolgeleri tanimlanmistir. 2,3 DPG, O2 salinimini kolaylastirmak igin
Hb’nin T formunu baglar ve stabilize eder. Bu etkilesimler, Hb’nin metabolik aktiviteyi
algilamasini ve buna gore O2 baglanmasini diizenlemesini saglar. Bu fonksiyon, Hb’nin
allosterik diizenleyicilerine afinitesini etkileyen mutasyonlar tarafindan degistirilebilir

(Frenette ve Atweh 2007, Porter 2009, Torkildson ve Agrawal 2012).

En yiiksek oranda eritrositlerin yapisinin i¢inde yer alan ve oksijene yliksek afinitesi
bulunan HGB molekiilii, akcigerlerden dokulara oksijen tasimasinin yanisira dokulardan da
akcigere karbondioksit tasimaktadir. Bir hemoglobin molekiilii 64.500 dalton agirligindadir
(Gell 2018). Globuler bir protein yapisinda olup dort alt iiniteden meydana gelir. Her bir alt



tinite ‘hem’ adi1 verilen bir prostetik grup ve bu gruba baglanmig ‘globin’ adi verilen bir

polipeptid zincirden olugsmaktadir (Champe ve ark.1997, Gell 2018).

2.1.2. Hem yapisi

Hemoglobinin yapisinda mevcut olan her bir globin polipeptit zincirine bir hem
denilen prostetik grup baglanir. Hem yapisi, oksijenin hemoglobine baglanmasini
saglamasinin yanisira kana da kirmizi rengini vermektedir. Hem grubu, protoporfirin
halkalarindan meydana gelmektedir ve demir atomunu ferréz (Fe*?) seklinde tasimaktadir.
Hem ve globin zincirleri farkli yollarla sentezlenip birleserek hemoglobin molekiilii

olusmaktadir (Thom ve ark. 2013).

2.1.3. Globin yapis1

Globin yapisinda; birbirinden farkli polipeptid zincirler (alfa, beta, gamma, delta,
epsilon ve zeta) tanimlanmistir. Bu zincirlerin sentezi 11. ve 16. kromozomlar tarafindan
saglanir. Zeta ve alfa polipeptid zincirlerinin iretilmesinden sorumlu olan genler 16.
kromozomda yer alirken epsilon, gamma, delta ve beta-globin polipeptid genleri 11.
kromozomda yer alirlar (Thom ve 2013). Erken embriyolojik dénem haricinde alfa zincir
mutlaka globin yapisinda yer alir. Erigkin hemoglobininin tamamina yakinini meydana
getiren HbA, 4 globin (iki alfa ve iki beta (a22)) zincirinden meydana gelir. HbA2 ise minor
erigkin hemoglobini olup; ikisi alfa ve ikisi de delta (0¢262) polipeptid zincirinden olusur.
HDF ise fetal hemoglobin olup ikisi alfa ve ikisi gamma (02y2) zincirinden olusur. 20.
gebelik haftasina kadar embriyonik donemdeki hemoglobinler HGB Portland ({2y2), HGB
Gower I (£2€2) ve HGB Gower II (02€2)’dir. Daha sonra eritropoez karacigerde yapilmaya
baslanir ve boylece fetal eritrositler ortaya ¢ikar (Sekil 2.4) (Huisman 1976).
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Sekil 2.4. Globin gen ailesi (Clark ve Thein 2004)



Eritrositler icerisindeki hemoglobin kompozisyonlari, gebeligin donemlerine gore
farklilik gosterir. Bu farkliliklar alfa ve beta globin zincirlerinin gen kiimelerinde meydana
gelen c¢esitli aktivasyon ve inaktivasyon ile iliskilidir. Globin zincir genlerinin
transkripsiyonlari asamasindaki mekanizma hentiiz tam anlamiyla anlasilamamistir. Gebelik
doneminin erken safhalarinda HbPortland (£2y2), HbGower 1 ({2€2) ve HbGower 11 (02¢€2)
agirlikli olan embriyonik hemoglobinlerdir. Fakat eser miktarda HbA ve HbF vardir. 10-11.
Gebelik haftalarinda dalakta ve karacigerde eritropoezin baslamasiyla embriyonik
hemoglobinler kademeli olarak azalir ve tamamen kaybolur ve HbF yapimi baglar. HbF
miktart dogum sonrasi azalirken buna paralel olarak HbA sentezi artmaktadir. HbF yapimi
yasamin birinci yilina gelindiginde %2 ve yetiskinlik donemine gelindiginde de %1°den az

olmaktadir (He ve Russell 2001) (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. Globin zincir sentezinin evreleri ve sentez bolgeleri (Thompson ve ark. 1991, Geng 2005)

2.2. Hemoglobinopatiler

Hemoglobinopatiler (HBP’ler), tiim monogenik otozomal resesif hastaliklarin en
yaygin olanlaridir ve en siddetlileri orak hiicre hastaligi ve alfa/beta-talasemi majorii igerir.
HBP, hemoglobin proteinini kodlayan globin genlerindeki genetik kusurlardan kaynaklanir.
Hemoglobin molekiiliiniin igerisindeki globin zincirlerinin {iretimindeki azalma veya

yapisinda bulunan aminoasitlerin  degismesi ile meydana gelen patolojiler

hemoglobinopatiler olarak tanimlanmaktad1 (TC Saglik Bakanlig1 Rehberi).
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2.2.1. Talasemiler

Globin zincirlerinin iiretiminde azalma veya tamamen iiretimin durmasi sonucu
ortaya ¢ikan sendromlara ‘talasemi’ ad1 verilmistir. Globin zincir sentezinde meydana gelen
dengesizlik talaseminin patofizyolojisini olusturmaktadir. Saglikli insan hemoglobininde iki
alfa ve iki beta globin zinciri bulunmaktadir. Eriskin donem hemoglobini, asil olarak
hemoglobin A (02p2), eser miktarda hemoglobin F (a2y2) ve hemoglobin A2 (0262)’den
olusmaktadir. Globin genlerinden herhangi birindeki mutasyon o globinin az miktarda
sentezlenmesi veya hi¢ sentezlenememesi olarak netice gostermekte ve diger globin
zincirinin ise relatif olarak artisiyla sonuglanmaktadir. Yetersiz globin zincirlerine gore
yapilan talasemi siniflandirmasinda, alfa zincir tiretiminin eksikligi veya tamamen yoklugu
‘a-talasemi’, ayni sekilde beta zincir sentezinin eksikligi ya da yoklugu ‘B-talasemi’ olarak
isimlendirilir (Ghosh ve ark. 2020). Tasiyicilar tipik olarak asemptomatik olduklarindan ve
tasiyicilik durumlarindan habersiz olduklarindan, tasiyici giftler genellikle her hamilelikte
%25’ lik bir HBP’li ¢ocuk riskiyle karsi karsiya olduklarinin farkina varmazlar. Talasemi
hastalar1 globin gen ekspresyonunda kusurlar gosterirken, orak hiicreli hastalar degistirilmis
bir yapiya sahip globin proteinlerini eksprese eder. Her iki durumda da genetik kusurlarin

hastalar i¢in ciddi sonuglari vardir (Howard ve Davies 2007).

Orak hiicre hastalifi, morbidite ile sonuglanabilecek akut ve kronik
komplikasyonlara neden olabilen tekrarlayan vazo-okliiziv krizler ile sonuglanabilir. Orak
hiicre hastaliginin tedavisi profilaktik antibiyotikler, folik asit, analjezikler ve ciddi
vakalarda kan transfiizyonu ve hidroksiiireden olusur. Beta-talasemi, kan transfiizyonu ve
demir selasyon tedavisi ile tedavi edilen ciddi anemi ile sonuglanir. Orak hiicre hastalig1 ve
beta talasemi icin tek kiiratif tedavi hematopoietik kok hiicre naklidir. Ne yazik ki, uyumlu
bir kok hiicre dondrii bulmak kolay degildir ve graft-versus host hastalifi nedeniyle

komplike olabilir (Houwing ve ark. 2019).

Gen tedavisi hala deneysel, pahali ve hastalarin ¢ogu i¢in erisilebilir degildir.
HBP’ler geleneksel olarak sitmanin 6zellikle Plasmodium falciparum sitmasmin yaygin
oldugu tilkelerde endemiktir, ¢iinkii heterozigot tagiyici olmak falciparum sitmasindan 6liim
tizerinde koruyucu bir etkiye sahiptir (May ve ark. 2007). Gog¢ diinya ¢apinda arttikga, HBP
artik Hollanda gibi sitma dykiisii olmayan iilkelerde de yaygindir ve gliniimiizde Hollanda’

da her 10.000 gocmen dogumunda yaklasik dokuz HBP geni homozigot veya bilesik
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heterozigot yenidogan diinyaya gelmektedir (Kerkhoffs ve ark. 2007). Dogumdan sonraki
ilk hafta i¢inde almman bir kan 6rnegi olan topuk kan testi ile tarama 2007’ den beri
uygulanmaktadir. Bu testin bir zayifligi, dogumdan sonraki ilk 6 ayin ardindan hemoglobin
A2 yiizdesi saptanabilir sekilde arttigindan, beta-talasemi tasiyicilarindan ziyade esas olarak
homozigot ve heterozigot orak hiicreli alel (HbS) tasiyicilarini saptamasidir. Konsepsiyon
Oncesi tastyict taramasi (prekonsepsiyonel tarama) veya erken dogum Oncesi tarama,
yenidogan taramasina alternatiftir. Prenatal ve antenatal tan1 i¢in segenekler sunar ve tasiyici
ciftlerin bilin¢li ireme se¢imleri yapmasina izin vererek onlarin beklenmedik bir sekilde

HBP’ 1i bir ¢ocukla karsilagma riskini azaltir (Van Vliet ve ark. 2022).

Avrupa’daki bircok {iilke, HBP i¢in erken dogum Oncesi tarama programlari
uygulamaktadir. Bazi Akdeniz iilkelerinde devam eden onleme programlari sayesinde,
insidansta neredeyse %90’ lik bir azalma saglanmistir. Hatta giiney Italya ve giiney Fransa
gibi baz1 bolgelerde 6nleme programlari ortaokul yaslarinda basglamaktadir (Giordano ve ark.
2014).

2.2.2. Orak Hiicreli Anemi

Hemoglobinin B-globin zincirini etkileyen mutasyonlarla karakterize bir grup kalitsal
hemoglobinopati olan OHA Amerika Birlesik Devletleri’ndeki en yaygin genetik hastaliktir.
Hastaligin prevalans1 Sahra Alti Afrika, Gliney Asya, Orta Dogu ve Akdeniz halklari
arasinda yiiksektir. Amerika Birlesik Devletleri’nde orak hiicre hastaligi popiilasyonunun
yaklasik 100.000 oldugu ve muhtemelen artacagi tahmin edilmektedir. En yaygin genotip
homozigot hemoglobin SS’dir (HbSS) ve yaygin Kkarsilagilan heterozigot tablolar;
hemoglobin orak/ beta® talasemi, hemoglobin orak/ beta* talasemi ve hemoglobin orak hiicre
hastaligidir (HbSC) (David ve ark. 2018, Arigliani ve ark. 2019). OHA terimi, Hb S’i
homozigot olarak tasiyan hastalar i¢in 1fade edilirken, diger hemoglobinlerle beraber HbS’i
tasiyan hastalarda gozlenen tabloya oraklasma sendromlari denilmektedir. Orak hiicreli
anemi en yaygin monogenik bozukluk olup ABD’de yaklasik 100.000 kisiyi ve diinya
capinda 3 milyondan fazla kisiyi etkilemektedir. 500 Afro-Amerikalidan biri’ini etkiler.
Yaklasik 12 Afro- Amerikalidan biri otozomal resesif mutasyon tasir ve yilda yaklasik
300.000 bebek orak hiicreli anemi ile dogar (Howard ve 2007, Piel ve ark. 2013) (Sekil 2.6).

Hastaligin fenotipik ifadesinin anlasilmasi hala sinirlidir. Ancak soguk hava ve hava kalitesi,
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enfeksiyonlar, fetal hemoglobin diizeyi ve diger genetik alt tipler gibi ¢evresel faktorler
hastaligin kliniginin ortaya ¢ikmasinda rol oynamaktadir. Klinik belirtiler degisken olup
birden fazla sistemi etkiler ve genellikle daha diisiik yasam beklentisine neden olur. OHA,
kronik hemolitik anemi, siddetli akut ve kronik agr1 ve yagsam boyu meydana gelen ug organ
hasari ile karakterizedir. OHA de, ortalama 6liim yas1 43 yi1l (IQR 31,5-55 yil) olup erken
oliimle iliskilidir (Huisman 1976). Tedavi i¢in erken tani, komplikasyonlarin 6nlenmesi ve

uc¢ organ hasarinin yonetimi ¢ok dnemlidir.

Sekil 2.6. Hemoglobinopatilerin Tiirkiye ve diinyadaki dagilimi (Altan 2019)

2.2.2.1. Tarihgesi

20. ylizyilda, OHA a odaklanma, tip bilimi tarihinde bir kilometre tasiydi. Bir 151k
mikroskobu kullanarak, James B. Herrick, solunum semptomlar1 olan bir hastadan izole
ettigi ‘orak sekilli’ eritrositleri tanimladi. Sonrasinda OHA eritrositlerinden izole edilen
HGB deki anormallikleri belirleyen daha ileri ¢alismalar yapildi. Ayrica, normal HGB ile
karsilastirildiginda orak HGB’ deki farkliliklarin iyonize olabilen aminoasitlerden
kaynaklandigini dogrulayan bulgular vardir. Vernon Ingram tarafindan yenilik¢i protein
dizilimi kullanilarak ger¢eklestirilen diger ¢aligmalar, B-globin zincirinde altinci pozisyonda
glutamik asit yerine valin aminoasit varligini tanimladi (f6 glutamat — valin) (Herrick 2001,
Eaton 2002). Max Perutz tarafindan gergeklestirilen daha ileri galismalar, HGB allostery ve
orak HGB polimerizasyonu hakkinda molekiiler bir anlayis saglayan Hb nin kristal yapisinin
devrim niteligindeki kesiflerine yol agti. Bu 6nemli katkilarla OHA ilk molekiiler hastalik

olarak tanimlandi (Perutz ve ark. 1960).
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2.2.2.2.Molekiiler temeli ve patofizyolojisi

Hemoglobin S (HbS), hemoglobinin B-globin zincirinin altinci pozisyonunda
glutamik asidin valin ile yer degistirmesinden kaynaklanir. Siddetli OHA formlar1, HbS’nin
homozigot kalitim1 nedeniyle olusan HbSS’yi ve HbS nin B° talasemi mutasyonu ile birlikte
kalittm1 nedeniyle S/B° talasemiyi icerir. Diger formlar arasinda HbS’nin HbC, HbD-Los
angeles/Punjab veya " talasemi gibi diger B-globin gen mutasyonlari ile birlikte kalitimi1 yer

alir (Perutz ve ark.1960, Eaton 2002).

Tanimlanan genetik mutasyon, eritrosit seklini ve deforme olma yetenegini
degistiren hemoglobin molekiiliiniin polimerizasyonuna neden olur. Fiziksel olarak kii¢iik
damar tikanikligina ve sonucta lokal hipoksiye neden olan heteroselliiler agregatlarin
olusumu eritrositlerin artmis adhezyonuna bagh gelismektedir. HbS olusumunu arttiran bu
durum inflamatuar mediatorlerin salinim1 ve reperfiizyon hasarina katkida bulunan serbest
radikallerin kisir dongiisiinii tetikler. Hemoglobin ayrica giiclii bir vazodilator olan nitrik
oksite (NO) baglanir ve oksijeni serbest birakir. Eritrositlerin dehidratasyon varliginda
oraklasma ve rijitlesme olasilig1 daha yiiksektir (Sekil 2.7 ve 2.8). Bu siireg, biiyiik olciide
katyon homeostazindaki degisikliklerden, 6zellikle potasyum-kloriir birlikte taginmasi ve
Gardos kanallarinin (kalsiyuma bagimli potasyum kanali) aracilik ettigi artan potasyum ve
su akisindan kaynaklanir. Diger iliskili patolojik olaylar arasinda artan nétrofil adhezyonu,
NO baglanmasi, artan trombosit aktivasyonu ve hiperkoagiilasyon bulunur (Perutz ve

ark.1960, Hassell 2010).

Oksijene RB Deoksijene RB Dehidrate, Oraklagmis RBI(

Sekil 2.7. Deoksijene HbS ve orak seklini almus eritrosit (Inal ve Arpac1 2021)
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Sekil 2.8. Kan dokusunda goriilen orak hiicre gekillerine 6rnekler (Albayrak ve ark. 2018)

HbS’nin normal hemoglobine goére ¢oziinlrligii azalmis ve polimerizasyonu
artmistir, bu da eritrositlerde oraklagsmaya ve buna bagli olarak eritrositlerin hemolizine ve
vazo-okliizyonlara neden olmaktadir (Sekil 2.9). Bunlarin sonucunda kronik hemoliz agr
epizodlari, kardiyopulmoner, serebrovaskiiler ve bobrek hastaligi gibi u¢ organ hasari
gelismektedir. Orak mutasyonunun bir sonucu olarak, deoksijenize olmus HbS (deoksiHbS)
uzun polimerler olusturarak karakteristik orak sekilli eritrositlere ve ardindan intravaskiiler

hemolize yol acar. Oraklagsmaya bagli ortaya ¢ikan hemoliz vazookliizyona neden olur ve

hastalarda siddetli agriya ve erken Oliime neden olabilen ¢oklu organ hasarina yol agar

(Uwaezuoke ve ark. 2018).

Kapiller

" —) X X X (=

LI
S—
e

VAZOOKLUZYON

Sekil 2.9. OHA’ nin patofizyolojisi (Inal ve Arpaci 2021)

Amerika Birlesik Devletleri’nde OHA ile yasayan 100.000 kisinin ortalama yasam
beklentisi 58 yildir. OHA’ nin ciddi patofizyolojik sonuglari nedeniyle, akut gogiis
sendromu, enfeksiyonlar, felg, priapizm ve kronik agriyr tedavi etmek igin acil bakim

gereklidir (Hillery ve ark. 2011, Kassim ve ark. 2015). Ayrica, son yillarda 6zellikle Sahra
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alt1 Afrika’da, Karayip adalarinda ve Amerika Birlesik Devletleri’nde OHA insidans1 6nemli
Ol¢iide artmig ve yalnmizca Amerika Birlesik Devletleri’'nde yillik ortalama 488 milyon
dolarlik yiiksek saglik bakim maliyetlerine yol agmistir. 2050 yilina kadar yaklasik 10
milyon OHA hastasinin yasami degistiren ciddi komplikasyonlar nedeniyle tedaviye ihtiyaci
olacagi tahmin edilmektedir. OHA 100 yildan uzun siire 6nce kesfedilmis olmasina ragmen
OHA agrisiin, ug organ hasarinin ve OHA’de meydana gelen diger kronik durumlarin kesin

tedavisinin sinirli olmasi son derece hayal kiriklig1 yaratmaktadir (Piel ve ark. 2013).

Orak hiicre anemi hastaliginda, molekiiler agidan ele alindiginda bozuklugun
saptandig1 lokasyonlara gore bes haplotip belirtilmistir. Benin (BEN), Kamerun (CAM),
Arap-Hint (AI), Senegal (SEN) ve Orta Afrika Cumhuriyeti (CAR) bolgeleri olmak tizere 3-
globin gen kiimesinin bes ana haplotipi orak hiicre hastalig ile iligkilidir. Her haplotipin
tipik bir Hb F seviyesi vardir. Hb S ile iliskili haplotiplerdeki Hb F degisiminin, biiyiik
olasilikla her bir haplotipine bagli bycis-etkili elementler i¢in agiklanmasi muhtemeldir. Her
haplotip grubu iginde genis bir Hb F seviyeleri dagilimi vardir. Haplotip genellikle HBB gen
kiimesinde bes ila sekiz kisitlama fragmani uzunluk polimorfizmi sahasinin varhi§i veya
yoklugu ile belirlenir. Haplotipledirme kullanigsizdir, zaman alicidir ve hataya agiktir
(Alsultan ve ark. 2014, Nascimento ve ark. 2017).

Ozetle Orak hiicreli anemi hastalarini klinik 6zellikleri heterojenite gostermektedir.
Hastalarin bazilar1 yasamlariin tiglincii dekadina kadar klinik bulgu vermez iken bazilari
ise ¢ocukluk caginin erken donemlerinden itibaren hospitalizasyon gerektiren klinik

tablolarla karsimiza ¢ikabilir (Antmen 2009).

2.2.2.3. Klinigi

Orak hiicreli hastalarin 6ykiisii ve fizik muayenesi asemptomatikten ¢ok ¢esitli klinik
prezentasyonlara kadar degiskenlik gosterir. Kademe kademe azalan fetal hemoglobin
varligi nedeniyle hastalar yasamin ilk alt1 ayinda tamamen asemptomatiktir ve yasamin diger
safhalarinda HbS baskin olmaya baglar. OHA ’nin klinik goriiniimii de komplikasyon tipine

ve etkilenen viicut sistemine bagli olarak degiskenlik gosterir (Rees ve ark. 2010).
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2.2.2.3.1. Vazooklusiv kriz

Vazooklusiv kriz (VOC), OHA’nin en yaygin klinik prezentasyonudur.
Mikrovaskiiler tikaniklik (akut agrinin ana patofizyolojik nedeni), iskemi ve hipoksiye yol
acar, ardindan inflamasyon, doku ve vaskiiler hasar ile nosiseptorleri aktive eden inflamatuar
mediatdrlerin salinimi gergeklesir. Reperfiizyon, iltihab1 ve bunun sonucunda ortaya ¢ikan
agriyr yogunlastirir. Hastalar viicudun herhangi bir yerinde, ancak tipik olarak uzun
kemiklerde, sirtta, pelviste, gogiiste ve karinda siddetli agridan sikayet ederler. Semptomlar
alt1 aylikken hem ellerde hem de ayaklarda agr1 ve sislik seklindeki ‘daktilit’ tablosu ile
baslayabilir. Cogu durumda, vazookluziv kriz ile iliskili agrinin varligini veya yoklugunu

gosteren glivenilir isaretler veya testler yoktur (Uwaezuoke ve ark 2018).

2.2.2.3.2. Akut gogiis Sendromu

Akut gégiis Sendromu (ACS), ates ve Oksiiriik, takipne ve gogiis agrisi gibi solunum
semptomlarinin eslik ettigi gégiis radyografisinde yeni bir pulmoner infiltrasyonun ortaya
¢ikmasi olarak tanimlanir. ACS’ nun, hipoksi ve pulmoner mikrodamarlarda orak sekilli
eritrositlerin yapigsmasini indiikleyen inflamatuar mediator saliniminn artis1 sonucu olustugu
varsayllmaktadir. Bu siire¢, normalde onu etkisiz hale getirecek olan NO’ te bir azalma ile
birliktedir. Bu klinik prezentasyonda en sik goriilen semptomlar; ates, 6ksiiriik, gogiis agrist,
nefes darligidir ve akciger muayenesinde hava girisinde azalma, raller ve bazen hiriltili
solunum gorilebilir. ACS, hemen tedavi edilmezse hizla hipoksemiye ve solunum
yetmezligine ilerleyebilen bir tablodur. Tespit edilebilen enfeksiydz ajanlar ise siklikla

Klamidya, Streptococcus pneumonia ve Mycoplasma’dir (Vichinsky ve ark. 1997).

2.2.2.3.3. Enfeksiyonlar

OHA’li hastalar, fonksiyonel asplenileri ve ayrica fonksiyonel olarak bagisiklig
baskilanmis durumlar (artan kemik iligi dongiisii ve degismis kompleman aktivasyonu)
nedeniyle Ozellikle kapsiilli mikroorganizmalarla olan enfeksiyon riski altindadirlar.
Cocuklarda penisilin profilaksisi ve pndmokok asisinin yaygin kullanimi, bu hastalarda

bakteriyel enfeksiyon ve sepsis insidansini dramatik olarak azaltmistir (Booth ve ark. 2010).
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2.2.2.3.4. Pulmoner Hipertansiyon (PHTN)

Pulmoner Hipertansiyon (PHTN) insidans1 %6 ila %10 ve mortalitesi %2 ila %5
arasinda degismektedir. PHTN nin biiylik 6l¢iide medial diiz kas ve endotel hiicrelerindeki
degisikliklerden kaynaklandigina inanilmaktadir. Anahtar klinik bulgu egzersiz
kapasitesinde azalmadir (hastalarin %45°1 New York Kalp Dernegi sinif III veya IV tiir).
Teshis bulgular1 arasinda artmis N-terminal pro-brain natriiiretik peptit (NT-proBNP),
ekokardiyografide artmis trikiispit kapak regiirjitasyonlu jet hizi ve sag kalp

kateterizasyonunda artmis pulmoner basing yer alir (Ataga ve ark. 2006).

2.2.2.3.5. Serebrovaskiiler patoloji (CVA)/inme

Iki yasindaki ¢ocuklarda bile CVA ortaya ¢ikabilir iken OHAli hastalarin %11’i 20
yasina kadar inme gecirmektedir. Bununla birlikte, kiigiik damar hastaligi ile iliskili sessiz
serebral enfarktiisler (SCI), belirgin inmelerden daha yaygindir ve OHA hastalarinin
%34’iinde 14 yasina kadar SCI oldugu gozlenmistir. Transkraniyal Doppler, yiiksek CVA
riski tastyanlar1 belirlemek icin OHA hastalarinda iki yasinda baslatilan etkili bir tarama

testidir (Moran ve ark. 1998).

2.2.2.3.6. Pulmoner Emboli (PE)
OHA olan hastalarda PE insidansi daha yiiksektir. Yatan hastalarda OHA’li
olmayanlara gore yillik insidansta 50 ila 100 kat artis vardir (Stein ve ark. 2006).

2.2.2.3.7. Bobrek Komplikasyonlar:

Bobrek komplikasyonlart OHA’de son derece yaygindir ve yetiskinlerin %30’unda
kronik bobrek yetmezligi gelisir. Bunun nedeni, eritrosit dehidrasyonuna ve vazo-okliizyona
katkida bulunan renal medulladaki diisiik parsiyel oksijen basinci, diisiik pH ve yliksek
ozmolalitedir. Tanida mikroalbiiminiiri ve proteiniiri yaygin laboratuvar bulgularidir (Pham

ve ark. 2000).
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2.2.2.3.8. Goz Komplikasyonlari
Proliferatif retinopati, OHA’niin en yaygin oftalmolojik komplikasyonudur
(HbSC’de daha sik, %70 gibi yiiksek bir oran) ve periferik retinal damarlarin tikanmasindan

kaynaklanir (Bonanomi ve Lavezzo 2013).

2.2.2.3.9. Dalak Sekestrasyonu

Dalak sekestrasyonu, OHA’niin potansiyel olarak katastrofik bir komplikasyonudur
ve pediatrik popiilasyonda, 6zellikle HbSS anemisinde daha sik goriilen siddetli karin agrisi
ve dolasim kollapsina neden olabilen hemoglobin seviyesindeki akut diisiis ile
karakterizedir. Bu, alt1 yas civarinda meydana gelen dalak oto enfarktiisiinden
kaynaklanmaktadir. Ancak bu, HbSC ve diger hemoglobinopatileri olan eriskinlerde
goriilebilir (Brousse ve ark. 2012).

2.2.2.3.10. Priapizm
OHA ile iliskili priapizm, staz, hipoksi ve iskemi ile iliskili diigiik kan akimi sonucu

gelismektedir (Rogers 2005).

2.2.2.3.11. Kolelitiazis
Kronik hemoliz ve artan bilirubin dongiisiiniin bir sonucu olarak kolelitiazis ve safra

camuru gelisir (Martins ve ark. 2017).

2.2.2.3.12. Osteonekroz
Femur ve humerus baglari, artan eritrosit iligi veya damar tikanikligindan
kaynaklanan artan basincin bir sonucu olarak ortaya ¢ikan yaygin osteonekroz bolgeleridir.

Bazen cerrahi tedavi endikedir (Adesina ve Neumayr 2019).

2.2.2.3.13. Aplastik kriz
Eritropoezin kesintiye ugramasinin neden oldugu Parvovirus B19’un neden oldugu

aplastik kriz, ciddi anemi ve kardiyovaskiiler dekompansasyona yol agabilir. Bu kendi
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kendini sinirlayan enfeksiyon tipik olarak 7 ila 10 giin siirer ve yasami tehdit edebilir (Rao

ve ark. 1992).

2.2.2.3.14. Tanisal Degerlendirme

Amerika Birlesik Devletleri’nde, OHA olan hastalarin ¢oguna yenidogan veya
dogum oOncesi tarama ile teshis konur. Tani, hemoglobin tiirlerini G6lgen ve c¢esitli
hemoglobinopatileri saptayan hemoglobin elektroforezine dayanir. Semptomlarla bagvuran
hastalar arasinda, olagan laboratuvar degerlendirmesi, diferansiyel retikiilosit sayimi, tam
metabolik panel, LDH diizeyi, bilirubin diizeyi ve kan grubunun belirlenmesi ile birlikte tam
kan sayimindan (CBC) ve olasi transfiizyon tedavisi i¢in ¢apraz karsilastirmadan olusur.
Enfeksiyon siirecinden silipheleniliyorsa, kan da dahil olmak tiizere uygun Kkiiltiirler
alinmalidir (Agrawal ve ark. 2019, Ameringer ve ark. 2019, Elghazaly ve ark. 2019, Pai ve
ark. 2019) (Sekil 2.10).
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Sekil 2.10. Hemoglobinopati tanisinda algoritma (Old 2007)

2.2.2.3.15. Goriintiileme

Akut goglis sendromunu teshis etmek igin klinisyenlerin pulmoner X-ray grafi

cekimi kararinda tereddiit edilmemeli ve gerektiginde batin ultrasonografisi yaptiriimalidir.
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Transkraniyal ultrasonografi, felgleri onlemek i¢in 6zellikle iki yasindan itibaren tarama
testleri olarak onerilir. Klinik slipheye bagli olarak da kemik taramasi, MR goriintiileme ve
MR anjiografi gibi diger goriintiileme ¢alismalarinin diisiiniilmesi Onerilir (Zafiga ve ark.

2018).

2.2.2.3.16. Tedavi / Yonetim

Orak hiicreli anemide hastaligin yonetimi; iyilik halinin siirdiiriilmesi ve
komplikasyonlarin yonetimi olmak iizere iki kategoride ele alinabilir. Sagligin korunmasinin
amaci, risk faktorlerini ve erken komplikasyon belirtilerini taramak ve belirlemektir.
Pnomokok asisi, erken bebeklik doneminden itibaren baslanarak en az bes yasina kadar
penisilin profilaksisi ve ek olarak ates yonetimi egitiminin invaziv enfeksiyonlardan
kaynaklanan mortalite ve morbiditeyi dnemli dl¢lide azalttifina dair kanitlar literatiirde
bildirilmistir. Biiyiik intrakraniyal kan damarlarinin transkraniyal Doppler (TCD) ile rutin
taramasi, orak hiicre hastalig1 olan ¢ocuklarda stroke riskini erkenden 6ngorebilirse de bu
yontem her zaman ve her yerde ulasilabilir olmayabilir. Hatta kronik transfiizyon tedavisi
gibi bu hastalikta yaygin gereksinimi olan tedaviler bir¢ok gelismekte olan ilkelerde

uygulanabilir degildir (Haydock ve ark. 2019, Ogunsile ve ark. 2019).

Orak hiicre hastaliginda komplikasyonlarin yonetimi, komplikasyon tipine gore
belirlenir. VOC yo6netimi, hizli agr1 degerlendirmesi, analjezik tedavinin erken baslatilmasi
ve bu analjezinin miimkiinse hasta kontrollii analjezi (PCA pompas1) olmas1 ve semptomlar
diizelene kadar hidrasyonun siirdiiriilmesinden olusur. Hafif agris1 olan ¢ogu hasta i¢in
asetaminofen veya NSAID’ler yeterli olabilir, ancak orta ve siddetli agr1 icin NSAID’li veya
NSAID’siz opiyatlar endikedir. Daha yakin zamanlarda, ketaminin alt dissosiyatif dozlarda
opiyat kullanimini azalttigt goOsterilmistir. Ates ile bagvuran hastalar, idrar yolu
enfeksiyonundan (IYE) siipheleniliyorsa, diferansiyel, retikiilosit sayimi, kan kiiltiirii ve
idrar kiltiirii ile tam kan sayim1 (CBC) yapilmali ve genis spektrumlu antibiyotik tedavisi
baslanarak yasami tehdit eden enfeksiyonlar i¢cin derhal degerlendirilmelidir. Akut gogiis
sendromu, dalak sekestrasyonu ve inme gibi diger komplikasyonlarin ¢ogu igin titiz
destekleyici bakim (oksijen, uygun sivi tedavisi) ve kan transfiizyon tedavisi gereklidir. Stk
ve ciddi komplikasyonlar1 olan hastalar arasinda hidroksiiirenin énemli faydalar sagladig

gosterilmistir. Hematopoetik kok hiicre transplantasyonu (kemik iligi transplantasyonu),
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orak hiicre hastalifinin tedavisi olarak biiyiikk umut vaat etmektedir. Antihistaminikler
(difenhidramin, hidroksizin) opiyatlarin neden oldugu kasintiyr azaltabilir ve bir miktar
opioid koruyucu etkiye sahip olabilir. Akut gogiis sendromu i¢in ampirik antibiyotikler
(sefalosporin ve makrolid), yeterli analjezikler, oksijen takviyesi, basit veya exchange
transfiizyon, beta-agonist inhalasyonlari ve spirometri gerekebilir (Druye ve ark. 2018, Liem
2018).

2.2.2.3.17. Prognoz

Orak hiicre hastaliginda beklenen yasam siiresi, normal yetigkinlere kiyasla genel
olarak azalir (muhtemelen 20 ila 30 yil), ancak tedavideki ilerlemeler sagkalimi
uzatmaktadir. Ko6tii prognozu ongoren faktorler, bebeklik doneminde daktilit, 7 gr/dL’den
diisiik hemoglobin seviyesi ve enfeksiyon yoklugunda yiiksek olan beyaz kiire hiicre

sayimidir.

Orak hiicre hastalifinin kesin tedavisi yoktur ve tedavi, yasami tehdit eden
komplikasyonlarla iligkilidir. Bu nedenle, hastaligin hematolog, cerrah, g6giis hastaliklar
uzmani, ortopedist, dahiliyeci, dis hekimi, pratisyen hemsire ve eczacidan olusan
profesyonel bir ekip tarafindan yonetilmesi onerilmektedir. Tedavi yonetimindeki anahtar
ise kesinlikle hasta egitimidir. Saglig1 koruyarak, as1 yaptirarak ve hastaligin ataklarim
tetikleyici faktorlerden kaginarak bazi hastalar iyi bir yasam kalitesi saglayabilir. Cogu hasta
i¢cin orak hiicre krizleri siklikla hastaneye yeniden yatis gerektirir. Bu hastalarin cogunda
lyilesmeyen kronik yaralar vardir. Maalesef ki genel olarak, orak hiicre hastaligi olan
hastalar, saglikli popiilasyona kiyasla ¢ok daha kisa bir yasam siiresine sahiptir (Pack-

Mabien ve Haynes Jr 2009, Sedrak ve Kondamudi 2021).

Gelecekteki gen tedavisi veya ileri genetik miihendislik caligmalari, normal
hemoglobin veya yiiksek fetal hemoglobin iiretmek i¢in insan pluripotent hiicrelerinin

yeniden programlanmasi yoluyla kalici tedavi saglayabilir (Sedrak ve Kondamudi 2021).

Tam genom dizilimine iligkin son giincel kanitlar, insan genom dizilerimizin ¢ok
aziin (%?2’den az) aslinda protein tiretebilecegini ortaya koydu. Bununla birlikte, genom
dizilerinin geri kalani DNA’dan transkripsiyona ugrarken protein donlismesi i¢in gerekli

olan translasyona ugramaz ve protein kodlamayan bu RNA’lar non-coding RNASs
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(ncRNA’lar) olarak adlandirilir. Bu ncRNA’larin DNA’dan transkripsiyonlar1 proteinleri
sentezlemek i¢in olmasa da onlar, gen diizenlemesi ve insan hastaliklart hakkindaki bilgimizi
artirmanin anahtar1 olabilir. Kodlamayan RNA’lar (ncRNA’lar); ribozomal RNA’y1
(rRNA), transfer RNA’y1 (tRNA), kii¢iik niikleolar riboniikleoproteinler (snoRNP’ler)
Piwiinteracting RNA’lari, mikroRNA’lari (miRNA) ve uzun kodlamayan RNA'’lar1
(IncRNA) igerir (Doss ve ark. 2015, Pellin ve ark. 2019).

2.3. MikroRNA(mMiRNA)

MikroRNA’lar, 6zellikle MRE dizisinde (miRNA recognition element) 3'-UTR
bolgesine (3'-untranslated region) baglanan ve gen ekspresyonunu inhibe eden 18-25 bp kisa
kodlayict olmayan RNA’lardir. miRNA ailesi, tiim hiicrelerde bulunan ve protein kodlayan
bir¢ok genin giiclii bir molekiiler diizenleyicisi olup, hastaliklara 6nemli etkiler yapmaktadir.
miRNA’lar bu etkilerini; mMRNA’nin bozulmasi ve /veya translasyonel inhibisyonu ile

yapabilir (Byon ve Papayannopoulou 2012, Raisch ve ark. 2013).

1993’te miRNA’lar ilk olarak C. elegans’taki heterokronik lin-4 geninin {iriinii olarak
kesfedildi (Fyfe 2020, Winkle, El-Daly ve ark. 2021). Bunlar kiigiik (~22 niikleotid),
sitoplazmada gene 0zgii mRNA’y1r susturmak i¢in miRNA ile indiiklenen susturma
kompleksi (mRISC) ile etkilesime giren, protein kodlamayan endojen RN A molekiilleridir
(Bhatnagar and Garzon 2021). miRNA’lar, hedef mRNA’nin 3’UTR bdlgelerinde
tamamlayici dizilerle baz eslesmesi yaparak mRNA bozulmasini ve gen susturulmasin
kolaylastirir (Geisler ve ark. 2021). Simdiye kadar 38.000°den fazla olgun miRNA
kesfedilmistir (Mitra ve Elangovan 2021). Uretilen her miRNA potansiyel olarak yiizlerce
genin ifadesini diizenler. Ek olarak, ayn1 yoldaki genlerin ekspresyonunu degistirmek icin
birden fazla miRNA tarafindan tek bir transkript hedeflenebilir (Wightman ve ark. 1993,
Saki ve ark. 2014). Bu nedenle, miRNA’lar, PubMed’de indekslenen miRNA’lar iizerinde
126.900’den fazla yayinlanmig ¢alisma tarafindan kanitlandigr gibi, kesiften bu yana genis
capta arastirilmistir (Kim 2005).

Bilinen birgok miRNA’nin (miR-150, miR-15a ve miR-126, miR-221/222, miR-
223), hematopoez ve eritropoez sirasinda eritroid hiicrelerin diferansiyasyon ve matiirasyonu

i¢in ¢ok onemli olan c-Myb geninin diizenlenmesi ile etkilesime girdigi bulunmustur (Felli
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ve ark. 2005, Felli ve ark. 2009, Ardekani ve Naeini 2010). Baz1 g¢alismalar, OHA
hastalarinda miR-15a, miR16, miR-26b ve miR-151-3p yoluyla HU (hidroksiiire) aracili y-
globin ekspresyonunun transkripsiyon sonrasi regiilasyonunu ortaya ¢ikarmistir. Caligmalar
mMiRNA199b-5p ve 23a’nin GATA-1 ve NFE2 gibi birgok transkripsiyon faktorii yoluyla
eritropoezi degistirebildigini gostermektedir (Zhu ve ark. 2013, Pule ve ark. 2016). Ek
olarak, bu miRNA lar birgok transkripsiyon faktorii yoluyla globin zincirinin ekspresyonunu
up ve/veya down regiile edilmesini diizenleyerek hemoglobin sentezini kontrol eder.
miRNA’larin OHA’deki kesin islevi hakkinda ¢ok fazla veri olmamasina ragmen,
miRNA’larin OHA’deki HU diizenleme yollarinda ¢ok 6nemli bir rol oynadigi bilinmektedir
(Lee ve ark. 1993, Zhu ve ark 2013).

HU’ nun baglica faydasi, dogrudan agrinin, akut gdgiis ataklarinin, mortalitenin ve
kan transfiizyonu ihtiyacinin dnemli 6l¢iide azalmasina yol acan HDF iireten etkisiyle
iligkilidir (Steinberg 2009, Lebensburger ve ark. 2011). Bununla birlikte, infertilite,
enfeksiyonlara duyarlilik ve potansiyel teratojenik etkiler gibi olasi kisa ve uzun vadeli
olumsuz etkiler de HU ile iligkilendirilmistir. Bu tiir yan etkilerden duyulan korku, bazi
klinisyenler, ebeveynler ve hastalar i¢in bir endise konusu olmustur ve bu durum tedaviye
uyumun Oniinde potansiyel bir engel teskil etmektedir (Pule ve ark. 2016). Bundan dolay1
HU hala yeterince kullanilamadigindan HbF seviyesini esit derecede artirabilecek alternatif
ve potansiyel olarak daha az toksik ve daha kabul edilebilir ajanlar1 kesfetmek i¢in HU’nun
molekiiler etki mekanizmalarmin tam olarak anlasilmasi gereksinimi devam etmektedir
(Pule ve ark 2016). Nitrik oksit iiretimi, ¢ozlinebilir guanil siklazin diizenlenmesi, siklik
adenozin ve guanozin monofosfatin yani sira eritropoietik stres tepkisi dahil olmak iizere
HU aracili hastalik iyilesmesinin diger birgcok mekanizmasi rapor edilmistir (Cokic ve ark.
2006) (Mabaera ve ark. 2008). Ayrica HU aracili fetal hemoglobin (HbF) indiiksiyonunda;
Gio/INK/Jun p38/MAPK/CREB1; cAMP aracili yanit; ERK-1/ERK-2 MAPK’nin
eritropoietin (EPO) kaynakli aktivasyonu; y-globin ekspresyonunun histon deasetilaz
(HDAC) ve DNA metil-transferaz (DNMT) inhibitoriiniin aracilik ettigi epigenetik
modifikasyonu gibi ¢esitli sinyal yolaklar1 belirtilmistir (Pule ve ark 2016). Buna ragmen
HU aracili HbF iiretimi molekiiler mekanizmalar1 hala tam olarak agiklanamamistir ancak
v-globin ekspresyonunun mikroRNA’lar (miRNA’lar) yoluyla transkripsiyon sonrasi
diizenlenmesinin, OHA hastalarinda HU aracili HbF indiiksiyonunda 6nemli bir rol oynadigi

gosterilmistir. Benzer sekilde, DNA metilasyonu baglangigtaki HbF ile onemli Olclide
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iliskilendirilmistir ancak HU’ya yanit olarak HbF indiiksiyonu i¢in onemli bir agiklama
saglanamamistir. Bununla birlikte, kii¢iik kodlamayan RNA’lar, 6zellikle de miRNA’lar,
mMRNA translasyonunun inhibisyonu yoluyla hematopoez ve eritropoez de gen
ekspresyonunun giiglii diizenleyicileri ve degistiricileri olarak ortaya ¢ikmistir. Nitekim bazi
caligmalarda mMiRNA’larin HbF’nin diizenlenmesinde spesifik olarak rol oynadigini

gostermistir (Pule ve ark 2016).

mMiRNA’lar, memeli dokularinda dogal olarak degisen seviyelerde eksprese edilen
endojen kiiciik RNA’lardir. Memeli hiicrelerinde farkli siirecleri diizenlemede miRNA’larin
rolliniin ortaya ¢ikmasindan bu yana, ¢esitli hastaliklarimizda, 6zellikle kanserde hedeflenen
gen ekspresyonu i¢in yeni bir terapdtik sinif olarak uygulanabilirlikleri kapsamli bir sekilde
aragtirtlmis ve oldukga faydali oldugu kanitlanmistir (Wightman ve ark. 1993, Starlard-
Davenport ve ark. 2019). Ayrica, siirli boyutlari, tiirler arasinda korunmalar1 ve hedef
genlerin ekspresyonunu bozma kapasiteleri nedeniyle miRNA’lar, yaygin memeli
hastaliklarinda gen ekspresyonunu hedeflemek i¢in dikkat ¢ekici terapdtik adaylardir. Son
on yilda, artan ¢ok sayida kanit, mikroRNA’larin HBG aktivasyonu veya transkripsiyonel
baskilayic1 proteinler tanimlanmis ve HBG ekspresyonunun transaktivatorleri yoluyla
baskilanma ile iligkisi vurgulamistir (Li ve ark. 2019) (Sekil 2.11).
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Sekil 2.11. miRNA biogenezisi (Joshi ve ark. 2011)

Kesfinden bu yana, kanserden Alzheimer hastaligina kadar ¢ok cesitli hastaliklar i¢in
miRNA tabanli terapdtiklerin gelistirilmesi i¢in caligmalar yapilmaktadir. Yakin zamanlarda
yapilan c¢alismalar, norodejeneratif bozukluklar, Alzheimer hastalig1 ve kanser dahil olmak
tizere ¢esitli hastaliklarin periferik kanindaki miRNA’lar arasindaki iliskiyi incelemistir (Cui
ve ark. 2019, Starlard-Davenport ve ark. 2022). Birka¢ miRNA, eritroid hiicrelerinde bol
miktarda bulunur ve miR-15a/16, miR-144, miR-150, miR-191 ve miR-221/222 dahil olmak
tizere hematopoezin kritik diizenleyicileri olarak islev goriir (Pellin D ve ark 2019).
Destekleyici ¢alismalar, let-7 miRNA ailesi de dahil olmak {izere, fetal ve eriskin eritroid
progenitor hiicrelerinde farkli sekilde eksprese edilen miRNA’lar tarafindan hedeflenen
genlerin ekspresyonunu bildirmistir (Zhang ve ark 2012, Zheng ve ark. 2020). Bu bulgular,
yetiskin eritropoezi sirasinda HBG gen diizenlemesinde yer alan miRNA’larin terapotik

potansiyeline iliskin daha fazla arastirmay1 hakli ¢ikarmaktadir.
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2.3.1. Eritrosit miRNA’lar1 ve orak hiicre patogenezi

Eritrositlerde c¢ekirdek ve sitoplazmik organeller bulunmadigindan, niikleik
asitlerden yoksun olduklar1 diisiiniiliiyordu. Bununla birlikte, gelismis genomik araglarla
yapilan ¢alismalardan sonra, eritrositlerin bol miktarda farkli miRNA igerdigi bulunmustur
(Lessard ve ark. 2018). Birkag ¢alisma, miRNA’larin hematopoez ve eritropoez sirasinda
hiicre farklilagmasi ve olgunlagmasinin diizenlenmesindeki roliinii géstermistir (Havelange

ve Garzon 2010, Papasavva ve ark. 2021).

Literatiirde, eritrositler icerisinde miR-320, miR-141, let-7 miRNA ve miR-181 dahil
olmak tizere ¢esitli miRNA’larin bol miktarda bulundugunu gostermistir. Bu tiir miRNA’lar
normal eritrositlerde (HbAA) fazlaca bulunmakla birlikte HbSS’den muzdarip hastalarin
eritrositlerinde daha diisiik oranlardadir. Ote yandan, orak eritrositlerde miR-29a, miR-451,
miR-140, miR-144 ve miR-299’un yiiksek ekspresyonlari gosterilmistir (Lawrie 2010,
Sangokoya ve ark. 2010). Vasconcellos ve arkadaslari, let-7a ve let-7b gibi let-7 miRNA
ailelerinin, retikiilositler dahil olmak {izere periferik kan hiicrelerini asir1 exprese ettigini
bildirdi. Bu nedenle, belirli farkl: eritroblast genlerinin, 6zellikle y-globin’in ekspresyonunu
modiile etmek icin let-7a ve let-7b’nin ekspresyonunu bloke etmek gerekliligini

desteklemektedir (Sangokoya ve ark. 2010).

Bagka bir arastirma, Orak hiicreli eritrositlerde miRNA-320’nin normal eritrositlere
gore daha diisiik eksprese edilmesi, OHA hastalarinda retikiilositlerin farklilagmas1 ve
olgunlagmasi sirasinda transferrin reseptorii 1 (TFR1) (CD71 olarak da bilinir) gibi major
demir tagiyan proteinin de down regiilasyonu igin gerekli oldugunu gosterdi. Bu miRNA’nin
diisiik ekspresyonu, dogrudan CD71’in ekspresyonunu artirarak diizenlenir. EK olarak, K562
insan Ollimsiizlestirilmis miyeloid 16semi hiicre hatti hiicreleri ve birincil progenitor
hiicreler, miRNA-144’{in 6nemli bir oksidatif stres modiilatorii olarak islev gordiigiinii ve
potansiyel olarak ilgili niikleer faktor eritroid-2 (NRF2) 16sin fermuar transkripsiyon faktorii
orak RBC’lerinin ekspresyonunu diizenledigini gostermistir. Bu sekilde, oksidatif stresi
azaltmak ve OHA’de artan hemolitik krizi onlemek i¢in olas1 bir hedef saglayabilirler
(Verma ve ark. 2021). Artan miR-144, HbSS retikiilositlerinde azalmis NRF2 seviyeleri ile
HbSS eritrositlerinde azalmis glutatyon rejenerasyonu ve zayiflamis antioksidan kapasitesi
ile iliskilidir, boylece HbSS hastalarinda goriilen azalmis oksidatif stres toleransi ve artan

anemi siddeti i¢in olas1 bir mekanizma saglar(Sangokoya ve ark. 2010). Jain ve arkadaslari
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OHA ile iligkili trombosit miRNA’larinin ve miR-154, miR-329 ve miR376’nin down
regiilasyonunun OHA’da artan trombosit aktivasyonu ile baglantili oldugunu belirten ilk
arastirmacilardir. Bu nedenle, yeni trombosit tiirevli miRNA’nin tanimlanmasi, OHA
tedavisi i¢in potansiyel bir terapotik segenek saglayabilir (Jain ve ark. 2013, Saki ve ark.
2016, De Vasconcellos ve ark. 2017) (Sekil 2.12).

Up Down
miR

Sickle cell disease

Up Down

Beta-thalassemia

Sekil 2.12. B-talasemi ve orak hiicre hastaliginda mikroRNA ekspresyonunun disregiilasyonu. Bu miR’lerin
up-down regiilasyonuna gore eritrosit kaderi belirlenir. Bunlardan bazilari, bu soyun farklilagmasi sirasinda

ekspresyonu artan mir-451 gibi eritrositlere 6zgti mikroRNA’lardir (Saki ve ark 2016)

2.3.2. Plazma ve eksozomal miRNA’lar

mIiRNA’lar plazmada yiiksek stabiliteye sahip olduklarindan, yeni bir biyobelirteg
sinif1 olarak biiyiik umutlar tagirlar. Dolagimdaki serum mikroRNA’lar farkli hastaliklarda
tanisal veya prognostik belirtegler olarak ¢alisilmasi giincel molekiiler hedeflerdir. OHA
hastaliginin klinik siddeti ile iligkili biyobelirteclerin tanimlanmasi arzu edilse de OHA ve
miRNA ile ilgili az sayida ¢alisma vardir. Biassi ve arkadaslar1 plazmanin artmig OHA
siddeti ile iligkili baz1 miRNA’lar i¢erdigini bildirdi (Biassi ve ark. 2022). Klinik siddet
indekslerine gore OHA i hastalarin plazma Orneklerinde 5 miRNA’y1 arastirdiklar
calismalarinda bunlarin 2’sinin (miR510 ve miR629) klinik siddeti agir olan hastalarda down
regiile oldugunu belirtmislerdir. Ayrica miR510 stres oksidasyonunda rol oynayan bir
protein olan Peroksirredoksin-1’i (PRDX1) ile iligkili oldugu ve diisiik ekspresyonunu
hemolizle ve miR629’un Endotelin-1 ile iliskili oldugu ve diisiik ekspresyonunu pulmoner

hipertansiyon gibi artmis vaskiiler hastalikla iligkilendirmislerdir (Biassi ve ark. 2022).
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Khalifa ve arkadaslart miRNAnin endotel hiicre aktivasyonu, monosit adezyonu ve
dolasimdaki eksozomlar yoluyla endotelyal ve hiicresel arasi bariyerin bozulmasinda rol
oynadig1 ve hafif, orta ve siddetli OHA vakalarinda klinik gidisi dngérmede anahtar bir rol
oynadig1 gosterilmistir (Khalyfa ve ark. 2016). Rivkin ve arkadaslart microRNA-142’nin
eritrosit fizyolojisi ve molekiiler hiicre biyolojisi iizerindeki etkisini aragtirdiklari
caligmalarinda tipik eritrosit ¢ift icbiikey seklini ve yapisal esnekligini korumak, reaktif
oksijen tiirlerinin normal metabolizmasi ve genel yasam siiresi i¢in microRNA-142’nin
gerekli oldugunu ayrica miRNA-142’nin aktin filamentinin yapisinin korunmasinda ve
hiicresel iskeletin organizasyonunda da yer aldig1 gozlemistir. Rivkin ve arkadaglari ayrica
MIRNA-142’nin down regiilasyonunun pro-oksidan metabolizmast ile birlikte eritrositlerin
normal dmriiniin kisalmasi ve morfolojik homeostazin bozulmasi ile iliskili oldugunu belirtti

(Rivkin ve ark. 2017).

Sonug olarak, miRNA-142’nin eritrositlerin patolojilerini anlamak i¢in olas1 bir aday
olabilecegini gostermektedir, c¢ilinkii morfolojik deformasyonun OHA gibi birgok
hematolojik bozuklukta bulundugu yaygin bir bilgidir. Pritchard ve ark. miRNA’nin
%58’inin bir veya daha fazla kan hiicresi tipinde yiiksek oranda eksprese edildigini
gostermistir (Pritchard ve ark. 2012). Miyeloid (miR-223, miR-197, miR-574-3p ve let-7a)
ve lenfoid (miR-150) kan hiicreleri dahil, bunlara karsilik gelen l6kosit sayimlariyla giiclii
bir sekilde baglantilidir. Bununla birlikte, eritrositler (miR-486-5p, miR-451, miR-92a ve
miR-16) tarafindan eksprese edilen plazma miRNA’lar1 kohort bir ¢alismada numunelerin
hematokrit degerleri ile smiflandirilamamasindan dolayr kirmizi hiicre sayilariyla
iligkilendirilememistir. Ancak dnemli 6l¢iide miRNA’nin kanser hiicrelerinden ziyade kan
hiicrelerinde yiiksek oranda eksprese edildigini (20 ila 30 kat) gosteren hemolize kan
orneklerinden yapilan caligmalar mevcuttur. Bu nedenle, bu ve benzeri sonugclar,
MIRNA’nin OHA gibi hematolojik bozukluklar1 anlamak igin olas1 bir aday olabilecegini
gostermektedir (Pritchard ve ark. 2012, Rivkin ve 2017).

2.4. Inefektif eritropoez ve OHA

Orak hiicre hastaligi (OHA), B-globin genindeki bir nokta mutasyonunun neden
oldugu ve B-globin proteininin altinc1 pozisyonunda Glutamik asidin-Valine doniisiimii ile
sonuglanan otozomal resesif kalitsal bir hastaliktir (Korkmaz ve ark. 2021). Ortaya ¢ikan

anormal hemoglobin (HbS), hipoksik kosullar altinda polimerize olur ve kirmizi kan
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hiicresinin (RBC) oraklagsmasina neden olur. OHA, hemolitik anemi, enfeksiyonlara karsi
yiiksek duyarlilik, tekrarlayan agrili vazo-tikayici krizler, felgler, akut gégiis sendromu ve
¢oklu organ yetmezligi ile karakterize multisistemik bir hastaliktir (Piel ve ark. 2017, El
Hoss ve ark. 2020).

Dolasimdaki RBC’nin patobiyolojisi OHA’de kapsamli bir sekilde analiz edilmis
olsa da, eritropoez gelisimi ile ilgili bulgular halen yetersizdir. (Hasegawa ve ark. 1998,
Rivella 2009). Beta talasemi hastalarinda aneminin ana nedeni inefektif eritropoezdir. Buna
karsilik, dolasimdaki oraklasmais eritrosit hiicrelerinin yagam siiresinde belirgin bir azalma,
OHA’deki kronik aneminin ana belirleyicisi olarak kabul edilir. Genellikle inefektif
eritropoezin anemiye ¢ok az katkida bulundugu varsayilir. Bununla birlikte, OHA’de
kusurlu terminal eritroid farklilagsmasini 6ne siiren bir dizi sporadik arastirma olmustur.
Ornegin, in vitro olarak farklilasan veya OHA hastalarinin kemik iliginden izole edilen
eritroblastlarin hipoksik kosullar altinda oraklastig1 gdsterilmistir. Bu tiir oraklasma, kemik
iligi icindeki ge¢ evre eritroid Onciilerinin morfolojisinin degistigi ve ayrica yiiksek
hemoglobin polimer seviyeleri ve retikiilositlerin mediiller endotelyal gogli sirasinda
meydana gelen artan hiicre parcalanmasi ile transgenik SAD fare modelinde (insan orak
hiicreli glomeriilopatinin fare modeli) de rapor edilmistir (Hasegawa ve ark.1998, Blouin ve
ark. 1999). Eritroblastlarin oraklasmasi terminal eritroid farklilasmasinin etkisiz olmasina
yol agabilecegi varsayilmistir. Wu ve ark. kemik iligi nakli yapilan OHA’li kii¢iik bir hasta
grubunda kemik iliginde meydana gelen inefektif eritropoezi kanitlayan ilk arastirmacilar
olmustur. Ineffektif eritropoezin OHA’nin patofizyolojisinde onemli bir mekanizma
olduguna dikkat ¢ekmislerdir (Wu ve ark. 2005).

Finch ve arkadaslar1 ¢alismalarinda, siddetli OHA’lii siirekli transfiize edilen bir
kadinda eritropoezin ferrokinetik olc¢limlerini gergeklestirerek, kemik iliginde yiliksek
radyoaktif demir alimmi ve fakat dolasima c¢ikmadigini belirttiler. Dolayisiyla, Kronik
transflizyon ortaminda, intramediiller eritroid olgunlagmasinin nispeten yavas
gerceklesecegini ve dolayisiyla kemik iligi igindeki orak hemoglobin miktarini artiracag: ve
bunun mekanik bir inefektif eritropoez tipine yol agacagi kanatine vardilar (Finch ve ark.
1982).
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2.5. GDF-15 ve Hepsidin
GDF-15, insan eritropoezinin son agamalarinda hemoglobinize eritroblastlarda gii¢lii
bir sekilde eksprese edilen TGF-B siiper ailesinin bir sitokin {iyesi olan Hepsidin inhibitor

faktori olarak tanimlanir.

GDF-15, hemoglobinopatide asir1 eksprese edilir ve hepatosit hiicre toplulugunda
gosterildigi gibi hepsidin sentezini kismen baskilayarak karaciger tizerinden kemik iligi
sinyaline aracilik edebilir. Literatiirde hemoglobinopatide hepsidin ekspresyonunu (demir
emilimi artmasina ragmen) uygun olmayan sekilde inhibe etmek i¢in GDF-15’in aktif rol

oynadig1 belirtilmektedir (Tanno ve ark. 2007, Tamary ve ark. 2008).

Kan transfiizyonlari, splenik sekestrasyon krizlerinde oldugu gibi OHA belirtilerini
tedavi etmek, oksijen tagima kapasitesini iyilestirmek ve hemolizi en aza indirmek veya
cocuklarda inmenin 6nlenmesinde oldugu gibi komplikasyonlar1 ve hastaligin ilerlemesini
onlemek i¢in uygulanir (Adams ve ark. 1998, Investigators 2005). Yararlarina ragmen,
diizenli transflizyonlar asir1 demir yiikklenmesine neden olabilir, ¢iinkii transfiize edilen her
kan birimi demir mineralden yaklagik 200-250 mg igerir. Saglikli insanlarda viicudun demir
igerigi yaklasik 4g (Inati ve ark. 2011) iken, kronik olarak transfiizyon yapilan kisiler yilda
5 g ila 10 g depolayabilir (Ganz 2007). Asir1 demir yiiklenmesiyle birlikte, reaktif oksijen
tiirlerinin olusumunu katalize etme egilimindeki demir; potansiyel olarak toksik hale gelir

ve sonug olarak oksidatif strese yol agar ve hiicresel hasar gelisir (Hoffbrand ve ark. 2012).

Bagirsak demir emiliminin 6nemli bir diizenleyicisi olan hepsidin 25 aminoasitlik bir
diziden olusan bir polipeptit hormon olup, basta enterositler ve retikiiloendotelyal sistemin
makrofajlar1 olmak tizere gesitli hiicre tiplerinden demirin ihracindan sorumlu bir protein
olan ferroportine baglanarak demir homeostazinda énemli rol oynar. Hepsidin-ferroportin
kompleksi bu hiicreler tarafindan internalize edilir ve ferroportin bozunmaya ugrar, demir
cikisint bloke eder ve sonug olarak bagirsak demirinin emiliminde ve biyoyararlaniminda

bir azalmaya yol agar (Ganz ve Nemeth 2012, Bergamaschi ve ark. 2017).

OHA’ye 6zgii yogun fakat etkisiz eritropoez ve anemi, potansiyel olarak hepsidin
konsantrasyonunun azalmasina (Nemeth 2008) yol acan ve eser element olan demirin
bagirsak emilimini artiran faktorlerdir. Buna karsilik, karakteristik inflamatuar 6zellik ve

ayrica artan serum demir konsantrasyonu, bu hormonun transkripsiyonunu indiikleyebilir
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(Nemeth ve ark. 2003) ve demir emilimini azaltir. Hepsidin sentezini aktive eden ve inhibe
eden faktorler OHA hastalarinda ayn1 anda mevcut olabileceginden, saglik profesyonelleri
tarafindan asir1 demir yiikli olan bireyleri tedavi etmek i¢in kullanilan yaygin beslenme
yaklasimi, bu mineralin en bol bulunan besin kaynaklarinin, 6zellikle de etlerin, sakatatlarin
ve baklagillerin kisitlanmasidir. Bununla birlikte, bu eylemler, ayn1 zamanda demir kaynagi
olan gidalarda bulunan ¢inko gibi diger minerallerin biyoyararlanimini da azaltabilir.
Bundan dolay1 hastalarda genellikle diisiik plazma ¢inko konsantrasyonlar1 da gozlenir

(Zemel ve ark. 2002).

Hepsidin henliz OHA’de yeterince ¢alisiilmamistir. Cogu calisma OHA’1i hastalari
asirt demir yiiklenmesinin varligi veya yokluguna gore ayirmadigindan ve bu
konsantrasyonlar1 saglikli kontrol gruplariyla karsilastirmadigindan, mevcut birkag ¢aligsma
hepsidin konsantrasyonu ile ilgili yetersiz veriler sunmaktadir (Sayani ve ark. 2008, Fertrin
ve ark. 2014). Bu nedenle, 6zellikle OHA’da hepsidinin davranisina iliskin veriler sinirl
olup, beslenme stratejisini tanimlamak zordur. OHA’deki hepsidin diizeylerine iliskin
veriler ¢cok simirlidir ve Hepsidin ekspresyonun, GDF-15/BMP sinyal yolu ile modiile
edildigi belirtilmistir (Cuny ve ark. 2008, Yadin ve ark. 2016). Kearney ve arkadaslari,
normal kontrollerle karsilastirildiginda, dokuz OHA hastasinda idrarda hepsidin diizeylerini
anlamli derecede daha diisiik buldu. Analizlerinde hepsidin seviyeleri, eritroid proliferasyon
belirtecleri ile negatif korelasyon gosterdi, boylece hepsidin iiretiminin kronik hemolitik
anemide baskilandig1 ve eritropoezde artis oldugu teorisini destekledi. Ancak bu bulgu,
transfiize edilmemis OHA hastalarinda asir1 demir yiikii gelismedigine dair yaygin bilgiyle
celismektedir (Kearney ve ark. 2007). Kronik hemoliz OHA’niin temel 6zelliklerinden biri
olmasina ragmen, OHA’niin patofizyolojisi tamamen eritrositler ile ilgili degildir, ancak
vazo-tikayict krizlerin ve sonucta ortaya c¢ikan doku hasarmin, hepsidin {iretimini
etkileyebilecek bir durum olan kronik enflamasyona neden oldugu gosterilmistir. Ek olarak,
transflizyonel asir1 demir yiiklenmesi, hepsidin iiretimini daha da artirabilir. Bu nedenle,
OHA'’li hastalarda hepsidin seviyeleri farkli ve zit uyaranlarin etkisi altinda olabilir ve
muhtemelen belirgin degiskenlige yol agabilir (Kearney ve ark. 2007). Cok yakin zamanda
Kroot ve arkadaslari, OHA’li 16 hastada hepsidin ve eritropoietik, inflamatuar ve demir
durumunun ¢esitli serum parametrelerini inceledi (Kroot ve ark. 2009). Popiilasyonlarinda
genis Ol¢iide degisiklik gosteren gesitli serum parametreleri buldular. Ozellikle, sadece

transfliizyon ge¢misi olmayan ve normal transferrin satiirasyonu olan OHA li hastalarda ¢ok
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yiiksek serum ferritin seviyeleri gozlemlemislerdir. Bu bulguyu, OHA’deki serum ferritinin
hepatosit demir yiikiiniin degerlendirilmesinde uygun olmayabilecegi seklinde yorumladilar.
Ortalama serum ve idrar hepsidin seviyeleri OHA ve saglikli kontrol grubu igin benzerdi.
Daha dogrusu serum hepsidin seviyeleri 5 OHA hastasinda alt saptama sinirinin altindayken
geri kalanlarda normal siirlar icindeydi. ilging ve aciklamasi o kadar kolay olmayan bir
sekilde, hepsidin diizeyi en diisikk olan bes hasta, serum demir indekslerinde belirgin
degisiklikler gostermedi (transferrin satlirasyonu ve serum ferritini sirasiyla %23-72 ve 40-
213 pg/L arasindaydi). Aslinda, sadece sTfR arttiginda, serum hepsidin seviyeleri daha
diisiik araliktaydi veya hatta saptanamiyordu. Sonuglar, OHA hastalarinda da eritropoezinin
hepsidini down regiile ettigini dogruladi (Nemeth ve ark. 2004, Stuart ve Nagel 2004, Walter
ve ark. 2006).

Hepsidin birincil olarak hepatositlerde bir 6ncii propeptid olarak ve daha az dlgiide

makrofajlar ve kardiyomiyositler gibi baz1 diger hiicre tiplerinde eksprese edilir (Sow ve ark.
2007).

Esas olarak transkripsiyon seviyesinde diizenlenir ve mRNA seviyeleri peptit
konsantrasyonlari ile iyi uyum saglar (Ross ve ark. 2012). Hepsidin, duodenal enterositlerin,
makrofajlarin ve hepatositlerin plazma membraninda lokalize olan demir tranportunda
gorevli ferroportin 1’e baglanarak ve onu parcalayarak, demir emilimini ve demir geri
doniistimiinii etkin bir sekilde bloke eder (DéTivaud ve ark. 2005). Sonug olarak, asiri
ekspresyonu demir eksikligine ve anemiye yol agarken (Roetto ve ark. 2003), hepsidinin

baskilanmasi asirt demir yiiklenmesine neden olur (Nicolas ve ark. 2002).

Hepsidin’in regiilasyonu karmasiktir ve demir seviyesini duyarlilik mekanizmalari
hala tam olarak anlagilamamistir. Endotelyal hiicrelerden (EC) salinan kemik morfogenetik
protein 6’nin (BMP6), hepsidin’i SMAD(small mothers against decapentaplegic homolog )
yolagina kars1 etkili bir sekilde indiikledigi gosterilmistir. BMP6, karaciger hiicre zari
tizerindeki BMP reseptoriine ve onun ko-reseptorii hemojuvelin (HJV) ile baglanir ve tip 1
(ALK reseptorii tirozin kinaz [ALK]2 ve ALK3) ile tip II BMP reseptorlerini birlestiren bir
kompleks olusturur. (SMAD1/5/8’in fosforilasyonu). Ikincisi, SMAD kompleksini
olusturmak icin SMAD4 ile etkilesime girer ve daha sonra c¢ekirdege yer degistirir ve
hepsidin promotoriine baglanir. DNA baglanma inhibitori 1 (Id1), protein atonal homolog

8 ve inhibitér Smad6 ve Smad7, BMP-SMAD yolunun diger 6nemli modiilatorleridir. Ek
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olarak, tipik inflamasyon aracilar1 (6rnegin, IL-6, IL-1p, hipoksi veya ROS/H202), STAT3
aracili hepsidin sinyalini baslatmak i¢in sinyal doniistiiriiciiniin fosforilasyonunu ve
transkripsiyon 3 aktivatoriinii (STAT3) uyararak hepsidini 6nemli 6l¢iide indiikler (Kautz
ve ark. 2008, Andriopoulos Jr ve ark. 2009).

Hepsidin’in gesitli upstream diizenleyicileri (BMP6, C/EBPa, SMAD4, SMAD1/5/8,
SMADG6, SMADY7, IL-6, TMPRSS6, CHOP, CREBH ve TLR4 gibi) kesfedilmis olsa da,
genel diizenleme, yani demirin hepsidin tarafindan kesin olarak algilanmasi hala
anlasilmaktan uzaktir. Hepsidin supresyonu, hemokromatozis gibi kalitsal asir1 demir yiikii
hastaliklarinin ¢ogunda kronik demir birikiminin baslica mekanizmalar1 olarak kabul
edilmis olsa da, hepsidin, talasemi veya kronik karaciger hastaliklar1 gibi hemolitik
hastaliklarda, 6rnegin demir fazlaliginin varliginda baskilanir (Wahidiyat ve ark. 2018).
Hepatoseliiler hepsidinin dogrudan demir yiiklenmesine verdigi paradoks yaniti igin
alternatif bir aciklama, ‘demir algilamanin’ gercek konumunun farkli tipte hiicrelerde,
ornegin endotelyal yatakta meydana gelmesi ve daha sonra dolayli olarak hepatositlere
BMP6-SMAD vyolu araciligiyla hiicreler arasi sinyalleme yoluyla iletilmesi daha dogru
olabilir. BMP6, hepsidinin en giicli yukari akis indiikleyicilerinden biri olarak
tamimlanmustir (Arndt ve ark. 2010) (Sekil 2.13).
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Sekil 2.13. Sematize bir hepatositte gosterilen, hepsidin ekspresyonuna yol agan gesitli yolaklar (Bartnikas ve
Fleming 2010)
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Son zamanlarda, bir ¢alisma, karaciger siniizoidal endotel hiicrelerinin baskin olarak
bazal BMP6 sekresyonu kaynagi oldugunu ve demirle diizenlenen hepsidin ekspresyonuna
katildigin1 gostermistir (Chiou ve ark. 2019). Karaciger siniizoidal endotel hiicrelerinin
sistemik demir diizenlemesindeki rolii sadece marjinal olarak ¢alisilmis olsa da, kan-beyin
bariyeri ve retina lizerine yapilan birka¢ calisma, demir algilama ve tagimmasinda rol
oynayabileceklerini diisiindiirmektedir (Erdei ve ark. 2018, Baumann ve ark. 2019). Ayrica,
EC’ler demir degisikliklerine olduk¢a duyarhidir (Erdei ve ark. 2018, Noguchi ve ark. 2020)
ve son olarak, BMP aktivitesini antagonize edebilen ve hepsidin’i diizenleyebilen bir otokrin
protein olan BMPER (BMP-binding endothelial regulator) salgilarlar (Patel ve ark. 2012).
Sonug olarak BMP6-SMAD sinyal yolunun, demir aracili hepsidin regiilasyonu i¢in zaruri

oldugu diistintilmektedir.

Orak Hiicreli Anemi (OHA) hastalarinda posttranskripsiyonel yolak {izerinden
hepsidin gen ekspresyonunu engelleyen miRNA’larin tespiti hem hepsidinin molekiiler
regiilasyonun aydinlatilmasina katki saglayabilir hem de asir1 demir yiikiiniin bir gostergesi

olabileceginden yeni tedavi yaklagimlarina dnciiliik edebilir.

Ayrica; antihepsidin etkili GDF-15" in iligkili olabilecegi miRNA larin tespit
edilmesi orak hiicre hastaliginda tekrarlayan hemolitik kriz ve tranfiizyona bagh
komplikasyonlarin yonetiminde asir1 demir ylkiinii saptamak ve hastalarin selator

kullanimin1 degerlendirmek icin kullanilacak bir tanisal belirteg olabilir.

Bu calismada; Orak hiicreli anemi hastalarinda, ekspresyonu inefektif eritropoezle
indiiklenen ve hepsidinin ekspresyonunu baskilayarak asir1 demir birikimine katkida
bulunabilen GDF-15’in ekspresyonunun posttranskripsiyonel regiilasyonunda miRNA’larin

roliiniin arastirilmas1 amacglanmustir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Giris
Hatay Mustafa Kemal Universitesi Saglik Uygulama ve Arastirma Hastanesi ile Hatay
Devlet Hastanesinde orak hiicreli anemi tanisiyla takip edilen 0-18 yas araliginda olan

goniilli hasta grubundan ¢alisma grubu (Grup 1, n:33) olusturuldu.

Benzer yas ve cinsiyette olan, herhangi bir kronik hastaligi olmayan 0-18 yas
araligindaki olagan saglik kontrolii nedeni ile Hatay Mustafa Kemal Universitesi Saglik
Uygulama Arastirma ve Hastanesi saglam ¢ocuk poliklinigine basvuran 30 saglikli goniillii

kontrol grubu (Grup 2, n:30) olarak alindi.

12 yasindan kii¢iik ¢ocuk grubundaki her birey i¢in sadece velisinden aydinlatilmig
onam formu alinirken, 12 yas istii cocuklarda her birey i¢cin hem kendisinden hem de

velisinden aydinlatilmis onam alindu.

Calismamiz Hatay Mustafa Kemal Universitesi, Tayfur Ata Sokmen Tip Fakiiltesi,
Tip Fakiiltesi Etik Kurulu’ndan onay (Tarih:10 /12 /2020, Karar No: 05) alindiktan sonra

prospektif tanimlayici ¢alisma olarak yapilmistir.

3.2. Orneklerin Toplanmasi

Calisma ve kontrol grubundan flebobotomistler tarafindan sabah a¢ karnina ve
toplam iki (2) tiip olacak sekilde vendz kan numuneleri alindi.

Ormnekler EDTA’l1 tiiplere alindiktan sonra, ayni giin tam kan sayim cihaz
vasitastyla hemogram degerleri calisilip HPLC ile hemoglobin tiplendirilmesi yapildi ve
sonuclar kaydedildi.

RNA izolasyonu i¢in kullanilacak kan ornekleri; alindiktan en geg 2 saat i¢inde,
RNA Saver soliisyonu ile karigtirildi ve etiketlenerek -80°C’de derin dondurucuya

koyularak ¢alisma giiniine kadar muhafaza edildi.

3.3 Kullamlan Cihaz ve Kimyasal Malzemeler
Calismada kullanilan kimyasallar, cihazlar ve ticari isimleri ile kullanilan ticari

kitler Cizelge 3.1, Cizelge 3.2 ve Cizelge 3.3° de gosterilmistir.
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Cizelge 3.1. Kullanilan kimyasallar

Kullanilan Kimyasallar Markasi
Izopropanol QIAGEN
Etanol QIAGEN
DNAaz/RNAaz icermeyen su QIAGEN
RNA save soliisyonu QIAGEN
5SX RT Tampon ABM
Dntp ABM
Primerler ABM
Total RNA ya da Poli (A)+ mRNA ABM
Onescript art1 RTAse ABM
Niikleaz icermeyen su ABM
ELISA Mikroplaka FINE TEST
Liyofilizie standart FINE TEST
Numune/Standart Seyreltme Tamponu FINE TEST
Biotin Isaretli Antikor(Konsantre) FINE TEST
Antikor Seyreltme Tamponu FINE TEST
HRP-Streptavidin Konjugati(SABC) FINE TEST
SABC Seyreltme Tamponu FINE TEST
TMB Substrati FINE TEST
Stop Solusyonu FINE TEST
Yikama Tamponu(25X) FINE TEST
Plaka Miihiirleyici FINE TEST
RNeasy UCP MinElute spin kolonlar1 QIAGEN
Toplama tiipleri (1.5 ml) QIAGEN
Toplama tiipleri (2.0 ml) QIAGEN
Tampon RPL QIAGEN
Tampon RPP QIAGEN
Tampon RWT QIAGEN
Tampon RPE QIAGEN
RNase icermeyen su QIAGEN
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Cizelge 3.2.Cihazlar ve ticari isimleri

Kullanilan cihazlar

Markasi

Real-Time PCR Cycler

Qiagen, Rotor Gene Q

Thermal Cycler

Bio-Rad, T100

Spektrofotometre

Thermo, Multiskan GO

HPLC

BioRad

Kan sayim cihaz

Mindray BC 6800

Vorteks

VELP Scientfica, Classic

Sogutmal santrifiij

Beckman Coulter, Microfuge

20R

Mikrosantrifiij DAIHAN, Centrifuge CF-5
-20 C Derin dondurucu Bosch
+4 C Derin Dondurucu Bosch

Cizelge 3.3. Calismada kullanilan ticari kitler.

Ticari kitin adi Markas1 |Katalog No
MiRCURY LNA™ RT kit QIAGEN 339340
Preamp master Mix Kit FLUIDIGM | 211101723
miRCURY LNAT™RNA spike-in Kit QIAGEN 339390
OneScript PluOHANASynthesis Kit ABM G236
miRNeasy Serum/Plasma Advanced Kit QIAGEN 217204
Human Hepc(Hepcidin) ELISA Kit FINE TEST | EH3221
Human GDF-15(Growth Differentiation Factor 15) ELISA | FINE TEST | EH0150
Kit

3.4 Orneklerin calisiimasi

3.4.1 Tam Kan Sayim Ol¢iimii

Tam kan sayimi dl¢iimleri Hatay Mustafa Kemal Universitesi Saglik Uygulama ve

Arastirma Hastanesi Tibbi Biyokimya Laboratuvarinda Mindray BC6800 China, Tam kan

sayimi cihazi kullanilarak yapilmistir.
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3.4.2 Hemoglobin Varyant Analizi
3.4.2.1 Yiiksek Basinch S1ivi Kromotografisi (HPLC)

Hemoglobin varyant analizi, Hatay Mustafa Kemal Universitesi Saglik Uygulama ve
Arastirma Hastanesi Biyokimya Laboratuvarinda bulunan HPLC Biorad variant Il cihazi

kullanilarak yapilmastir.

3.4.3 Elisa yontemi

Elisa ¢alismasi i¢in biyokimya tiipiine (Jel separator ve pihtilasma aktivatorii igeren
sar1 kapakli)) 3 mL kan Ornegi alindi. Biyokimya ornekleri 20 dakika pihtilagsma icin
bekletildi. Sonrasinda 4000 rpm’de 15 dakika siireyle santriifiij edilerek serumlar1 ayirildi
ve ayrilan serum Ornekleri -80 °C’de ELISA yapilmak iizere saklandi. Calismadan bir giin
once -20 °C’ye alindi ¢alismanin yapilacagi giin oda sicakliginda eritilmesini miiteakip
serum drneklerinden GDF-15 ve Hepsidin diizeyleri Hatay Mustafa Kemal Universitesi Tip
Fakiiltesi T1ibbi Biyokimya ABD ELISA Laboratuvari’nda ¢alisildi.

GDF-15 ve Hepsidin olgtimleri kit prospektusundaki deney protokoliine uygun
yapildi.

Ornekleri ve reaktifleri seyreltirken tamamen ve esit sekilde karistirildi.

TMB kuyulara eklemeden 6nce, TMB Substrate’i 37°C’de 30 dakika bekletildi. Her

test i¢in standart bir egri ¢izildi.

1. Sirastyla standart, test drnekleri (en az 1/2 oraninda Ornek Seyreltme Tamponu ile
seyreltilen Ornekler) ve kontrol (bos) kuyucuklari onceden kaplanmig plate iizerinde
belirlenerek ayarlandi. Sonrasinda bunlarin konumlar1 kaydedildi. Standart, numune ve

kontrol kuyular1 eklemeden once plate iki kez yikandi.

2. Standartlar1 Hazirlama: Sifir tiip, 1 tiip, 2 tiip, 3 tiip, 4 tiip, 5 tiip, 6 tiip ve Numune
Seyreltme Tamponundan 100 pL’lik kismi1 standart kuyucuklara kondu.

3. Test numunesi kuyucuklarina 100 uL uygun sekilde seyreltilmis numune eklendi.

4. Plate, iistii ortiilerek dokiilmeyecek sekilde kapatildi ve 37°C’de 90 dakika inkiibe
edildi.
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5. Plate etiivden cikarildi ve igerigi atildi ve iki kez Tampon ile yikandi. Kuyularin

tamamen kurumasina izin verilmedi.

6. Kuyucuklara (standart, test 6rnegi ve kontrol ) 100 pL Biotin-etiketli antikor
calisma soliisyonu eklendi. Cozelti her kuyucuga dikkatlice eklendi, plate kapatildi ve
37°C’de 60 dakika inkiibe edildi.

7. Plate agildi ve bu kez ii¢ defa Yikama Tamponu ile yikanip ve Yikama

Tamponunun her seferinde 1-2 dakika kuyularda kalmasina izin verildi.

8.Her kuyucuga 100 uL SABC(HRP-Streptavidin Konjugati) ¢ozeltisi ekleyip, plaka
kapatild1 ve 37°C’de 30 dakika inkiibe edildi.

9. Tekrar bes kez yukarida bahsedildigi gibi yikama yapildi.

10. Her kuyucuga 90 uL. TMB Substrat eklendi, plate kapatildi ve karanlikta 37°C’de
10-20 dakika inkiibe edildi.

11. Her kuyucuga 50 pL stop c¢ozeltisi eklendi. Renk hemen sariya dondii. Stop
cozelti ekleme prosediirii TMB Substrate Solution ile ayni idi.

12. OD Olgiimii: Stop ¢ozeltisi eklendikten hemen sonra Microplate Reader’da

450nm’de absorbansta OD’yi okundu.

GEN EKSPRESYONU VE MIiKRORNA ANALIZI iCIN K3 EDTA’LI TUPE
ALINAN TAM KAN ORNEKLERINDEN PLAZMA AYIRMA PROTOKOLU

Tam Kan alindiktan sonra maksimum iki saat icerisinde islemler tamamlandi.

1. Alinan kan numunesi asgari 8-10 kez yavasca alt-iist edilerek karistirildi.

2. Tipler 1000 g’de 15 dakika santrifiij edildi.

3. Santrifij islemi sonunda tiipler sarsilmadan dikkatlice santrifijden ¢ikarilir ve
yavasca kapaklar1 agilir ve tistteki plazma tabakasi ile alttaki kirmiz1 kan hiicre
tabakas1 arasinda bulunan buffy coat kismmna dokunmadan, plazmanm en iist
kismindan 200 pl’lik pipetlerle (DNase, RNase Free, filtreli pipet uglar1 kullanilarak)
4-5 kez pipetleme yaparak toplamda 1.000 pul olacak sekilde plazma steril (DNAse-
RNAse free) ependorf tiiplere toplandi.
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4. Tiupler 2.000 g’de 5 dakika santrifiij edildi.
5. Santrifiij sonrasi, yeni bir steril ependorf tiipiine total hacmin %80’inene yakin
plazma transfer edildi.

6. Bu sekilde ayrilan plazma 6rnekleri -80°C’ lik derin dondurucuda saklandi.

3.4.4 RNA izolasyonu
Hatay Mustafa Kemal Universitesi T1p Fakiiltesi Tibbi Biyoloji ABD Laboratuvari’nda
yapild.

Mor tiipe kan alindiktan sonra maksimum iki saat i¢erisinde islemler tamamlandi.

300 pl tam kan 6rnegi 1,5 ml epandorf tiiptine alindi. 700 pl RNA SAVE’ epandorf

tiipiine alinarak RNA’nin izolasyonu yapildi.

RNA’nin izolasyonu deney protokolii

1. 250 pl koagiile olmamis tam kan {izerine 1 ml HT Tamponu eklenir ve karigim homojen

olana dek vortekslendi.
2. Buz iizerinde 5 dk. inkiibasyon yapildu.

3. 200ul kloroform eklenip, 15 sn. vorteks ile homojen hale gelene kadar karistirilirak ve
buz tizerinde 10 dk. inkiibasyona birakildi.

4. Ornek 4° Cde 12000 rpm’de 15 dk. santrifiij edildi. Santrifiijden sonra karisim; altta fenol
kloroform ve iistte RNA igeren renksiz faz * olacak sekilde iki kistma ayrildi. Ustteki
renksiz faz pipet yardimiyla alttaki diger fazlarin karismasina olanak vermeyecek sekilde

dikkatlice yeni bir Rnaz bulundurmayan bos tiipe aktarildi.

5. Alinan renksiz fazin hacmine gore tizerine % oraninda 6nceden sogutulmus EtOH (etanol)
(%100) Karisim vorteksle iyice karistirildi, Karisgim filtreli tiipe aktarildi 4° C’de 12000

rpm’de 30 sn. santrifiij edilip ve filtrenin altindaki tiipte toplanan siv1 atildi.
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* Renksiz faz ve etanol karisimi kolon hacminden fazla oldugu durumlarda, kalan karigim

filtreli tiipe yiiklenip tekrar sanrtifiij edildi. (Filtreler 800 pl hacminde s1vi almaktadir.)

6. Filtreye 500 ul RY1 eklenip ve 4°C’de 12000 rpm’de 30 sn. kalacak sekilde santrifiij

edildikten sonra yine altta kalan s1vi1 atildi.

7. Daha sonra filtreye 500 pl RY2 eklenip, bir dk. oda sicakliginda inkiibasyon yapildiktan
ve 4°C’de 12000 rpm’de 30 sn. santrifiij edildikten sonra altta kalan siv1 atildi.

8. Filtreli tiip 12000 rpm’de iki dk. kurumast i¢in santrifiij edildi.

9. Kolon 1,5 mI’lik mikrosantrifiij tiiplerine yerlestirilip direkt olarak membran iizerine 30-
100 pl DEPC ile muamele edilmis su eklendi. 1ki dk. oda sicakliginda inkiibasyona
birakildiktan, sonra RNA’y1 bu su igerisinde toplamak i¢in 12000 rpm’de iki dKk. santrifiij
edildi. Elde edilen RNA Uzun sureli saklama igin -80° C’de muhafaza edildi.

3.4.5 cDNA elde edilmesi
RNA ‘lardan cDNA elde edilmesi protokolii

1. Kullanmadan 6nce bilesenler tek tek ayri iyice ¢ozdiiriildii, karistirilip reaksiyonlar buz

tizerinde birlestirildi.
2. Reaksiyon nazikg¢e karistirilip, kisaca santrifiijlendi.
3. 50-55°C’de 15 dakika inkiibe ederek cDNA sentezini gerceklestirildi.

* Kullanilan Primerler/ RNA orani, sentezlenen ortalama cDNA uzunlugu agisindan 6nemli
olmasindan dolayr Primer/ RNA oranmin yiiksek olmasi beklenir. Bu durum, daha kisa
(~500 bp) cDNA verimine neden olurken, diisiik Primer/RNAr orani, daha uzun cDNA
tirtinlerine yol agar. Primerlerin diisiik tavlama sicakligi nedeniyle, ters transkripsiyondan

Once primer tavlamasina izin vermek i¢in 25°C’de 10 dakika inkiibe edildi.

* cDNA’y1, tamamlayict RNA’y1 ¢ikarmak i¢in 1 pl E. coli RNase H (Kat. No. E018) eklendi
ve 37°C’de 20 dakika inkiibe edildi.
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3.4.6 miRNA analizi
Hatay Mustafa Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji ABD

Laboratuvarinda miRNA analizi yapildi.

ileri diizey QIAGEN miRNeasy Serum/Plazma Protokolii

Deneyin tiim adimlar1 oda 1sisinda gercgeklestirildi.

RWT ve RPE tamponlar1 kullanimdan once, sise lizerinde yazan hacimde %96-100

ethanol eklendi

10.

11.

Plazma 6rnekleri ¢ozdiirildii.

Mikrosantrifiij tiipiine 200 ul 6rnek eklendi.

Ornek iizerine 60 ul tampon RPL ekleyin ve >5 sn. vorteks ile karistirm, oda
sicakliginda 3 dk. bekletildi.

Tiipe 20 ul tampon RPP eklendi, tiipii >20 sn. vorteks ile iyice karistirilip ve oda
sicakliginda 3 dk. bekletildi.

Tiipiin iyice karistirildi.

Tiipii stire bitiminde 12.000 x g’de 3 dk. santrifiif edin ve pelleti cokmesi saglandi.
Stipernatant berrakti.

Stipernatanti, yaklagik 230 ul yeni bir tiipe alin ve {izerine 1/1 hacimde isopropanol
eklenip ve vorteks ile iyice karistirildi.

Kolonlara, tiiplin tiim igerigini aktarilip ve 8.000 x g’de 15 sn. santrifiij edildip
Tiipteki siiziintii atildi.

Kolona 700 ul tampon RWT eklendi ve 8.000 x g’de 15 sn. santrifiij edilip. Tiipteki
stiziintii atild1.

Daha sonra Kolona 500 ul tampon RPE eklendi ve 8.000 x g’de 15 sn. santrifiij edilip.
Tiipteki siiziintii atild1.

Sonraki agsamada 500 ul %80’lik alkol eklendi 10.000 x g’de iki dk. santrifiij edilip
Tiipteki siiziintii atildi.

Bu adimda, kolonu tiipten alirken siizlintii ile temas edilmedi.

Kolon paket icerisinde olan yeni bir 2 ml’lik toplama tiipiine alindi, tiipii agz1 agik
sekilde 5 dk. maksimum hizda santrifiij edildi.

Kolondan ethanoliin tamamen uzaklagmasi saglandi.
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12. Kolon paket igerisinde olan yeni bir 1,5 mL tiip igerisine alinip, membranin tam
ortasia gelecek sekilde 20 ul RNase free sudan pipetlendi, tiipii kapagr agik halde
bir dk. oda sicakliginda bekletildi.

13. Siire bitiminde, tiipii maksimum hizda bir dk. santrifiij edilip RNA membrandan
stiztildii.

Bu islem sonrasinda yaklasik 18 ul RNA siiziimii elde edildi.

A. cDNA Hazirlanmasi ( mMiRCURY LNA RT Kit, Qiagen),
Asagidaki karisim hazirlandi.
5x Reaction Buffer 120 pul

Enzyme mix 60 pl
Spike in Kontrol Karisimi RT* 60 ul

TOPLAM 240 nl

*cDNA asamasinda kullanilacak olan Spike’in Kontrol Karigiminin hazirlanmasi Ek 1 de
anlatildz.

Bu karisim bir 8 li strip tiipiin tiim kuyularina 25 ser ul olarak transfer edildi. Buradan 8
kanall1 pipet yardimi ile 1.75 er ul alinarak temiz bir Piko Plate’in tim kuyularina
pipetlendi.

RNA her kuyuya, yukarida transferi yapilan karigimlarin tizerine 3.25 er pl olmak {izere
pipetlendi. Plate film ile kapland: ve karistiricida elle bastirilarak 10 saniye karistirildi.
Plate santrifiij de bir dakika santrifiij edilip ve Piko Thermal Cycler da asagidaki program
calistirildi.

42°C 60 dakika

95°C 5 dakika

4°C oo

Thermal programin sonunda plate’in oda sicakligina gelmesi beklendi. Plate

santrifiijde bir dakika santrifiij edilip Preamplifikasyon hemen gergeklestirildi.
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B. PreAmplifikasyon Hazirlanmasa:

Preamplifikasyon primer karisimi (Pool Primer Mix) her plate igin bir kez asagidaki
sekilde hazirlandi. Primer plate’i santrifiijde iki dakika santrifiij edilip. Uzerindeki film
acilarak ve her kuyuya 9 ul 1x TE Buffer ve 1x DNA Suspension Buffer ya da DNase,
RNase Free su eklendi. Plate karistiricida ti¢ dakika 2000 rpm de karistirilip santrifiijde
bir dakika santrifijj edildi. 4°C 30 dakika bekletilip ve yukaridaki karigtirma ve santrifiij
islemleri tekrarlandi.

Bir rezervuarin igerisine bu primer kuyularindan 4,5 er ul primer konularak hepsi
birbirine karistirildi. Bu karisim halindeki primerlerin iizerine 18 ul 1x TE Buffer ya da 1x
DNA Suspension Buffer ya da DNase, RNase Free su eklenip iyice karistirilarak ve 150 ser
ul olacak sekilde ti¢ ayr1 SafeLock Eppendorf tiiptine konularak uygun sekilde etiketlendi.

Plate igerisinde kalan primerler film ile kaplanarak asagidaki Dinamik Array
hazirlanmasi kismina kadar 4°C de saklanda.

cDNA plate’i bir plate tasiyic1 tizerine konulup Film agildi. Piko plate in tim
kuyularindan birer pl yeni temiz bir Piko plate’e cDNA 6rnekleri pipetlendi. Bir reservuara 5
mL kadar DNase, RNase-free su konuldu. Bu yeni Piko Plate’in her kuyusuna 9 ar ul bu
sudan eklenip, yeni bir film ile plate kaplanip, plate karistiricida 2000 rpm de ti¢ dakika
karistirildi. Plate santrifiij de bir dakika santrifiij edildi.

Preamplifikasyon deneyi i¢in asagidaki karisim hazirland:.

Pre Amp Master Mix Reagent Kit 120 pl

(Fluidigm, 100-5580 veya 100-5581)

Pool Primer Mix 150 wl
DNase, RNase Free su 180 ul
TOPLAM 450 pl

Bu karisim bir 8 li strip tiipiin tiim kuyularina 54 er ul olarak transfer edilip buradan
8 kanalli pipet yardimi ile 3.75 er ul alinarak temiz bir Piko plate’in tim kuyularina

pipetlendi.
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Sulandirilmig olan cDNA 6rneklerinden her kuyuya 1.25 er ul olmak iizere pipetlenip,
Plate, film ile kaplanarak, plate karistiricida 3000 rpm de ii¢ dakika karistirildi. Plate
santrifiij de bir dakika santrifiij edilip ve Piko Thermal Cycler da asagidaki PreAmp
Protokolii ¢alistirildi.

PreAmp Protokolii
95°C 2 dakika Baslangi¢ Dentiirasyonu
95°C 15 sanjye
60 °C 4 dak]?a 15 dongii

4°C 00

Thermal programin sonunda plate’in oda sicakligina gelmesi beklenip

Plate santrifiij de bir dakika santrifiij edilip ardindan exonuclease adimina gegildi.

C. Exonuclease Adimi, New England Biolabs:

Asagidaki karigim hazirlanda.

Exonuclease I Reaction Buffer 24 ul

Exonuclease | 48 ul

Nucleaz Free Water 168 pl
TOPLAM 240 pl

Bu karigim bir 8 li strip tiipiin tiim kuyularina 30 er ul olarak transfer edilip. Buradan
8 kanalli pipet yardimi ile 2.00 ser pl alinarak preamplifiye drnek plate in tiimiine
pipetlendi. Plate, film ile kaplamp, plate karistiricida 3000 rpm de ii¢ dakika
karistirilarak Plate santrifiij de bir dakika santrifiij edildive Plate 384 liik Thermal Cycler

da eger asagidaki Exonuclease Protokolii ¢alistirildi.
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Exonuclease Protokolii

37°C 30 dakika
80°C 15 dakika
4°C 0

Thermal programin sonunda plate’in oda sicakhigina gelmesi beklenerek Plate
santriflij de bir dakika santrifiij edildi. Her kuyuya 18 er ul DNase, RNasefree su eklenip
Yeni bir film ile plate kaplanarak, plate karistiricida 3000 rpm de ii¢ dakika karistirildi.
Plate santrifiij de bir dakika santrifiij edildi.

C. Dynamic Array (Dinamik Dizi) Hazirlanmasi
Bu asama da 6 ayr1 adim vardi;
1. Dynamic Array’in PRIME edilmesi,
2. Assay Plate’inin hazirlanmas,
3. Orneklerin hazirlanmas,
4. Dynamic Array’e pipetlemelerin yapilmas,
5. IFC Controller da Dynamic Array’in Load edilmesi,

6. Dynamic Array’in BioMark da ¢alisilmasi: Asamalar1 asagidakii gibi yapildi.

1. Dynamic Array’in PRIME edilmesi:

Bir adet Dynamic Array’e kontrol sivilar enjekte edilip ve Dynamic Array IFC
Controller da PRIME edildi. Bu islem tam 20 dakika siirdii. PRIME islemi devam
ederken asagidaki asamaya gegildi.

2. Assay Plate’inin Hazirlanmasi:

Pool Primer Mix hazirlandiktan sonra plate de kalan primerler oda sicakligina

getirildi.
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Asagidaki karisim hazirlandi. Bu karisim bir adet Assay Plate icin yeterliydi (ekstra
hacimler hesaplamaya dahil edilmistir).

2X Assay Loading Reagent 1260 pl
(Cat. N0:100-7611, Fluidigm)
DNase, RNase Free su 630 ul

TOPLAM 1890 pl

Bu karisim bir 8 i strip tiipiin tiim kuyularina 230 ar ul olarak transfer edilip Assay

plate in her bir kuyusuna bu karisimdan 13,5 er ul pipetlendi.

Assay Plate film ile kaplanip. Plate karistiricida 2000 rpm de 3 dakika
karistirilarak Plate santrifiij de 1 dakika santrifiij edildi.

Hazirlanan bu karisim Dynamic Array lere pipetlemeye hazirdi ve 3 adet Dynamic

Array icin yeterliydi.

3. Dinamik array icin karisimin Hazirlanmasi:

Asagidaki karisim hazirlanirken ekstra hacimler hesaplamaya dahil edilmistir.

2x TagMan Gene Expression Master Mix 360 ul
(Cat. N0:4370048,Thermo Fisher)

20x DNA Binding Dye Sample Loading Reagent 36 ul
(Cat.N0:100-7609, Fluidigm)
20x EvaGreen 36 ul

(Cat.No: 31000, Biotium)

DNase, RNase Free su 108 ul

TOPLAM 540 pl
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Bu karisim bir Piko plate in bir kolonuna 65 er pl olarak transfer edilip bu karisimdan
4.5 er ul temiz bir Piko plate in tiim kuyularina pipetlenerek, Sulandirilmis olan preamplifiye
tirtinlerin tizerindeki film agildi. Her bir preamplifiye 6rnek den 1,5 er ul bu plate’ e transfer
edilip Plate yeni bir film ile kaplandu. Plate, karistiricida 2000 rpm de ii¢ dakika karistirilip
30 saniye santrifiije edildi.

4. Dynamic Array’e Pipetlemelerin Yapilmasi:
Assay pipetlemeleriicin Viaflo Voyager (12,5 ul) de su program yapildi. Aspirate
4.75 pl, Dispense 4.50 pl. Tiim kuyularda ki Assayler bu sekilde Dynamic Array e
transfer edildi. Ornek pipetlemeleriigin Viaflo Voyager (12,5 pl) de Assay icin yapilan
program kullamld:. Tiim kuyularda ki Ornekler bu sekilde Dynamic Array e transfer
edildi.

5. IFC Controller da Dynamic Array’in Load edilmesi:

Dynamic Array IFC Controller’a yerlestirilip, LOAD Segenegi segilerek LOAD
islemi baslatildi. Bu islemi baslattiktan sonra BioMark Data Collection yazilimi
baslatilarak ve “Double Click to Turn Lamp On” kismina ¢ift tiklanarak BioMark’in
lambasi ¢aligtirildi.

6. Dynamic Array’in BioMark da ¢alisiimasi:

Dynamic Array IFC Controller dan alimip Dynamic Array altindaki mavi filmin
uzaklastirildigindan emin olundu. Chip yiizeyinin temiz olup olmadig: kontrol edilirek
Dynamic Array BioMark’a barcode kismi disar1 bakacak sekilde yerlestirildi.

BioMark Data Collection yazilimi yardimi ile Dynamic Array calistirilarak. Verilerin
kaydedilecegi yer ve Dosya adi segildikten sonra diger sayfa da. “Gene Expression” secildi.
Passive Reference Dye olarak “ROX” segilerek, “Probe Type” kisminda “EvaGreen”
secildi.

Sonraki ekranda Protokoller arasindan “Exiqon miRNA Protokol” se¢ilir ve Program
baslatildi.
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Biomark Thermal Protokol:

70 °C 2400 sn. i
j Thermal mix

60 °C 30 sn.
95°C600sn. — Hot start

95 °C 15sn.

30 PCR Cycle
60 °C 60 sn.

60-95 °C melting curve

EK 1.

Spike in Karisimi Hazirlanmasi (CDNA asamasi icin):
cel-miR-39-3p, RNA Spike-in template (RNA Spike-in Kit, Qiagen, 339390)
UniSp6, RNA Spike-in template (mMIRCURY LNA RT Kit, 8-64 rxns, Qiagen, 339340)

Bu iki Spike-in kontrol dried-down (kuru) olarak gelmektedir. Asagidaki

adimlar takip edilerek sulandirilarak karistirildi.
Sulandirma;

1. Tipler mikro santrifiijde maksimum hizda 2 dakika santrifiij edildi

2. UniSp6 tiipiine 80 ul DNase, RNase Free su pipetlendi.

3. Vorteks ile 15 saniye karistirildi ve mikro santrifiijde 10 saniye 10000 rpm de

santrifiij edildi.

4. Buz igerisinde 30 dakika ya da +4°C de 45 dakika bekletildi.

5. UniSp6 tiipiiniin tiim igerigi cel-miR-39-3p tiipiine aktarilda.

6. Vorteks ile 15 saniye karistirildi ve mikro santrifiijde 10 saniye 10000 rpm de

santrifiij edildi.

7. Buz igerisinde 30 dakika ya da +4°C de 45 dakika bekletildi.

8. Hazirlanan bu tiip “Spike in Kontrol Karistmi RT” seklinde etiketlenir ve

yukarida cDNA Hazirlanmas: adimindaki sekilde cDNA reaksiyonlarina

eklendi.
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EK 2.
UniSp2, UniSp4, UniSp5 Hazirlanmast (RNA izolasyonu igin)
Sulandirma;
1. Tipler mikro santrifiijde maksimum hizda 2 dakika santrifj edildi.
2. UniSp2,UniSp4, UniSp5 tiipiine 80 ul DNase, RNase Free su pipetlendi.
3. Buz igerisinde 20 dakika bekletildi.
4. Vorteks ile 15 saniye karistirilip ve mikro santrifiijde 10 saniye 10000 rpm de
santriflij edildi.
5. RNA izolasyonu 0ncesi, izolasyon kitinin lizis tamponuna her 6rnek i¢in 1 ul olacak
sekilde eklenerek karigim taze hazirlandi.

7. UniSp 2,4,5 karisimi1 Lizis tamponu ile karisitiralarak 6rnek iizerine eklendi.

3.4.7 Gen ekspresyon analizi

Plazmadan ticari Kitlerle izole edilen mRNA’lar hesaplama tablosu kullanilarak

seyreltildi.
5X RT BUFFER 2 ul(16rnek igin)
Dntp 0.5 pl(16rnek igin)
Primerler 0.5 pl(16rnek igin)
Total RNA ya da Poli (A)+ mRNA 0.25 pul(16rnek icin)
Onescript plus RTAse 0.5 pl(16rnek igin)
Nuclease free water 10 pl(16rnek igin)

Calismaya alinan hasta ve kontrol gruplarindaki miRNA ekspresyon seviyeleri 22t

formiilii ile hesaplandi. 2744

yontemi olarak da bilinen delta-delta Ct yontemi, gercek
zamanlt polimeraz zincir reaksiyonu (qPCR olarak da bilinir) gerceklestirirken
numunelerin goreli kat gen ifadesini hesaplamak i¢in kullanilan basit bir formiildiir. Livak
ve Schmittgen tarafindan 2001 yilinda gelistirilen delta delta Ct (AACt) matematiksel
modeli, genlerin goreli ifade diizeylerini belirlemek icin en yaygin kullanilan modeldir. Bu
modelde goreli ifade; ACt = Ct (hedef gen) — Ct (referans gen), AACt = ACt (¢alisma grubu)
- ACt (kontrol grubu ortalamasi) formiilii ile belirlenir. Calisilan bir genin ekspresyon

seviyesindeki kontrol grubuna kiyasla degisiklik, kat degisimi (Fold Change: FC) olarak
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adlandirilir. Bir genin ekspresyon seviyesindeki degisiklik; FC = 2 "4 formiilasyonu ile
hesaplanir. Bu matematiksel model, miRNA gen ekspresyonlarini arastiran ¢alismalarda

siklikla kullanilmaktadir (Livak ve Schmittgen 2001).

Ornegin; ¢alismamizin kontrol grubunda hsa let7b-5p igin bir hastada hesaplama
yapacak olursak;

Hedef genimiz olan hsa let7b-5p’nin Ct degeri: 11,3; housekeeping olarak
kullandigimiz hsa-miR-188-5p i¢in Ct degeri: 19.54 idi. ACt=Ct (hedef gen)— Ct (referans
gen) formiiliine gore ACt = Ct (hedef gen:11,3) — Ct (referans gen:19,54) oldugundan
ACt(¢alisma grubu) = -8,24. AACt = ACt (¢alisma grubu) - ACt (kontrol grubu ortalamast)
formiilii oldugundan AACt = ACt (¢alisma grubu:-8,24) - ACt (kontrol grubu ortalamasi:-
7,67) yani AACt =-0,57 olarak bulundu. Kat degisimi (FC:fold change) olarak
kullandigimiz 2 "4 yani 2-950=1 49 olarak hesaplanmistir. Sonucun 1’den biiyiik olmas1
hedef genin, referans genden (housekeeping gen) daha fazla replike oldugunu

gostermektedir (Rao ve ark. 2013).

GDF-15, HEPSIDIN, GEN EKSPRESYONU DENEY PROTOKOLU:
1. GoTag® qPCR Master Mix’i ¢oziilmesi saglandi. Ana karisimi oda sicakliginda
¢oOziildii.
2. Karistirmak i¢in GoTaq® qPCR Master Mix’i 3-5 saniye vortekslendi.
3. 300nM’lik bir nihai konsantrasyon i¢in 20ul reaksiyon basimna 0.2ul eklendi.

4. Karistirmak igin 3-5 saniye vortekslendi.

Reaksiyon Karisimini Birlestirme
GoTaq® qPCR Master Mix, reaksiyon kurulumunun oda sicakliginda
gerceklestirilmesine izin veren bir sicak baslangic kimyasi kullanir.
Bu protokoldeki son reaksiyon hacmi 20ul’dir. Burada verilen hacimler, daha biiyiik
veya daha kiiciik reaksiyon hacimleri i¢in dl¢eklenebilir.
1. GoTaq® Ana Karisimi ve Niikleazsiz Suyu ¢6ziildii. GoTaq® Master Mix’1 oda sicakliginda
¢ozildii.
2. Karigtirmak i¢in GoTaq® Master Mix’i 3-5 saniye vortekslendi. Havalandirmay1 6nlemek

i¢in diisiik hizda vortekslendi.
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3. Negatif kontrol reaksiyonlar1 dahil, olusturulacak reaksiyonlarin sayisini belirlendi.

Pipetleme hatasini telafi etmek i¢in bu numaraya 1 reaksiyon eklendi.

4. GoTaq® qPCR Master Mix, PCR primerleri ve Niikleazsiz Suyu asagida agiklandig1 gibi
birlestirerek reaksiyon karigimini (eksi DNA sablonu) hazirlandi. DNA sablonu Adim 6’°da

eklendi. Karistirmak icin kisaca vortekslendi.

Icerik Hacim Son konsantrasyon
GoTag® gqPCR Master Mix 10ul X

(2X)

Forward Primer (20X) 2ul 200nM—-1puM
Reverse Primer (20X) 2ul 200nM-1uM
Ek CXR Referans Boyasi 0.2ul her reaksiyon i¢in 300nM
(gerekirse)

Nuclease-Free Water 20ul’lik bir son hacme

Not: Primer konsantrasyonu, her bir primer kombinasyonu i¢in optimize edilmelidir.
5. Her bir PCR tiipiine veya optik dereceli bir PCR plakasinin kuyusuna uygun hacimde
reaksiyon karigimi eklendi.
6. DNA sablonunu (veya sablonsuz kontrol reaksiyonlar i¢in suyu) reaksiyon plakasinin
uygun kuyularina eklendi.
7. Tiipleri veya optik plakay1 kapatin ve alttaki kuyularin igerigini toplamak i¢in kisa siire

santrifiijlendi. Numuneler termal dongii i¢in hazir hale geldi.

Is1 Dongiisii

Standart dongii kosullarinda (asagidaki adimlar izlenerek) yapildi.

ADIMLAR Cycles SICAKLIK SURE
GoTag® Hot Start
Polymeraz aktivasyonu 1 95°C 2 dakika
Denaturasyon 95°C 15 saniye
40
Annealing ve 60°C 1 dakika

GoTaq® gPCR Master Mix ile SYBR® Green I testleri i¢in olusturulan cihaz optik
ayarlar1 kullanildi.
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ISTATISTIKSEL iNCELEME

Arastirmamizda elde edilen istatistiki veriler SPSS 23,0 programi kullanilarak
analiz edildi. Sayisal degiskenler i¢in ortalama, standart sapma, medyan, minimum Ve
maksimum tanimlayic1 Ol¢iiler verildi. Gruplarin normal dagilima uyup uymadiklari
Shapiro Wilk testi ile belirlendi. Kategorik degiskenlerin iliskisinin analizinde ki-kare,
strekli degiskenler i¢in Student-t, Mann Whitney U testleri kullanildi. Siirekli
degiskenlerin iligkisinin analizinde Pearson ve Spearman rank korelasyon katsayisi

kullanildi. Istatistiksel anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismamizda, calisma grubu olarak orak hiicre anemili 13 kadin (%39,4) ve 20

erkek (%60,6), saglikli kontrol grubunda ise 15 kadin (%50) ve 15 erkek (%50) dahil edildi.

Calisma grubunda yas ortalamasi 12,24 yil, kontrol grubunda ise 12,9 yil idi. Her iki grupta

da yas ve cinsiyet bakimindan istatistiksel olarak anlamli farklilik izlenmedi (p=0,391,

p=0,397) (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Calisma gruplarinin demografik verilerinin karsilagtirilmasi

Gruplar
Degiskenler OHA Kontrol
Cinsiyet n (%) p
Kadm 13 (39,4) 15 (50,0)
0,391*

Erkek 20 (60,6) 15 (50,0)

Ort+ SD Min — Max Ort +=SD Min - Max
Yas 12,24 + 3,26 8-17 12,90 £1,60 10-15 0,397**

*Pearson Chi Square
**Mann Whitney U

Calisma grubu ve saglikli kontrol gruplarinin tam kan sayim parametreleri

kiyaslandiginda HbF, HCT, HGB, MCH, MCHC, MCV, RBC, RDW, MPV, PLT, WBC

seviyeleri her iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli derecede farkli bulundu (p<0.001)

(Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.2. Caligsma gruplari arasinda hemogram ve HbF degerlerinin karsilastirilmasi

Grup
OHA (n=33) Kontrol (n=30)
Ort+SD Min-Maks Ort+SD Min-Maks P

WBC(103/pL) 10,4 + 4,1 3,5-26,3 74+1,9 5,3-14,5 <0,001**
RBC(10%/uL) 32+0,7 1,9-43 48+0,4 3,9-5,3 <0,001*
Hb(g/dL) 7,6 £1,04 56-11,9 139+1,3 12-16,9 <0,001*
Hct (%0) 23,6+2,8 17,2 -33,4 418 +3,1 37,4-49,6 <0,001*

MCV(fL) 90,3 £6,0 75,7-102,2 82,3+24 79,7-88,8 0,047*

MCH (pg) 29,6 + 4,2 20,8 - 36,8 27,7+ 1,6 25,7-30,0 0,016*

MCHC (g/dL) 332425 28,1 - 36,4 33,3+ 1,0 31,4-34,5 0,039*

RDW (fL)

19,4+2,7 13,9-24,7 12,7£1,3 10,2-14,5 <0,001*

MPV(L) 10,240.8 8,7-11,7 9,5+0.8 8,0-11,0 <0,001*
PLT(103/pL) 340,8+133,5 138,0-694,0 252,3+63.4 168-405 <0,001**
HbF (%0) 20,7+ 8,4 2,8-384 0,4+0,2 0,0-0,9 <0,001**

* Student t ve Mann whitney U (Siirekli degiskenlerin analizinde parametrik veriler i¢in Student-t, non-
parametrik veriler i¢in Mann Whitney U testleri kullanildi)

Orak hiicreli anemili hastalar ile saglikli kontrol grubu arasinda ferritin diizeyleri
kiyaslandiginda; hasta grubunda ferritinin ortalama diizeyinin 1161,31 ng/mL (125-2920),
kontrol grubunda ise ortalama degerin 28,87 ng/mL (3,7-47,87) oldugu izlendi. Ferritin
diizeyleri her iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli derecede farkli idi (p<0,001)

(Cizelge 4.3).
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Cizelge 4.3. Calisma gruplari arasinda ferritin degerlerinin karsilastiriimasi

OHA Grubu

Kontrol grubu

Median  Min-Maks Ort = SD Median  Min-Max p*
Ferritin(ng/ml) 61,31£734,6 950,00  125-2920 28,87 +12,10 31,75 3,70-47,87  <0,001
Transfiizyon
Sikhigi (n/yil) 1.7

*Mann Whitney U testi

Orak hiicreli anemili hastalar ile saglikli kontrol grubu arasinda HGB ve ferritin

diizeylerinin korelasyonunu karsilastirildiginda; hasta grubunda negatif ve kontrol grubunda

pozitif korelasyon goriildii (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4. Calisma gruplari arasinda HGB ve ferritin diizeylerinin korelasyonunun karsilastirilmasi

Grup HGB Ferritin
r 1 -0,307
HGB p 0,082
N 33 33
OHA r -0,307 1
Ferritin p 0,082
N 33 33
r** 1 0,072
HGB p* 0,667
Kontrol N** 30 30
r 0,082 1
Ferritin p 0,667
N 30 30

Pearson* ve Spearman** korelasyon testi
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Orak hiicreli anemili hastalar ile saglikli kontrol grubu arasinda CRP diizeyleri
kiyaslandiginda; her iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark olmadigi ve her iki

grupta da CRP diizeylerinin normal aralikta oldugu goriildii (p=0,102) (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5. Calisma gruplari arasinda CRP degerlerinin karsilagtiritlmasi

Degisken OHA Grubu Kontrol Grubu p

CRP(mg/L) 2,58+ 1,14 0,3 - 4,87 2,19+ 0,65 0,88 -3,2 0,102*

*: Student-t test

Orak hiicreli anemili hastalar ile saglikli kontrol grubu arasinda hepsidin protein
diizeyleri kiyaslandiginda; hepsidin diizeyinin OHA grubunda ortalama 63,3 (6,96-176,50),
kontrol grubunda ise ortalama 195,58 (117,67-245,78) oldugu ve her iki grup arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik oldugu izlendi (p<0,001). Hepsidin seviyesine gen
ekspresyonu diizeyinde bakildiginda OHA grubunda ortalama diizeyin 0,63 (0,12-1,22),
kontrol grubundaki hepsidin gen ekspresyon diizeyinin ortalama 16,67 (0,03-174,13) oldugu
gorildii. Hepsidin gen ekspresyon diizeyinin hasta grubunda kontol grubuna kiyasla daha
diisiik oldugu ve her iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik oldugu izlendi

(p=0,021)(Cizelge 4.6).

Orak hiicreli anemili hastalar ile saglikli kontrol grubu arasinda GDF-15 protein
diizeyleri kiyaslandiginda; GDF-15 diizeyinin OHA grubunda ortalama 1053,7pg/mL
(183,26-5306), kontrol grubunda ise ortalama 428,4pg/mL (235,8-1258,4) oldugu ve her iki
grup arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik oldugu izlendi (p<0,001). GDF-15
seviyesine gen ekspresyonu diizeyinde bakildiginda OHA grubunda ortalama diizeyin 1,51
(0,37-6,84), kontrol grubundaki GDF-15 gen ekspresyon diizeyinin ortalama 0.89 (0.18-
2.82) oldugu goriildii. GDF-15 gen ekspresyon diizeyinin hasta grubunda kontol grubuna
kiyasla daha yiiksekti ve istatistiksel olarak anlamli farklilik oldugu gozlendi (p=0,023)
(Cizelge 4.6).
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Cizelge 4.6: Calisma gruplari arasinda hepsidin ve GDF-15 protein ve gen ekspresyon diizeylerinin

karsilastirilmasi
Grup
OHA (n=33) Kontrol (n=30)
Ort+SD Min-Maks Ort+SD Min-Maks p

Hepsidin 63,3 +35,49 6,96-176,50 195,58+29,15 117,67-245,78 <0,001
proteini (pg/mL)

Hepsidin Gen 0,63 £0,38 0,12-1,22 16,67+44,30 0,03-174,13 0,021
Ekspresyonu

GDF-15 1053,7+1048,33 183,26-5306 428,4+244.8 235,8-1258,4 <0,001
proteini(pg/mL)

GDF-15 Gen 1,51+1,40 0,37-6,84 0,89 £ 0,52 0,18-2,82 0,023

Ekspresyonu

Student-t ve Mann Whitney U (Siirekli degiskenlerin analizinde parametrik veriler i¢in Student-t, non-
parametrik veriler i¢cin Mann Whitney U testleri kullanildi)

GDF-15 ile hepsidin protein diizeyleri arasindaki korelasyon hasta grubunda negatif
olup istatistiksel olarak anlamli idi (p=0,002). GDF-15 ile hepsidin protein diizeyleri
arasindaki korelasyon kontrol grubunda pozitif olup istatistiksel olarak anlamli degildi

(p=0,901). (Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7. Calisma gruplari arasinda GDF-15 ve Hepsidin protein diizeylerinin korelasyonunun

karsilastirilmasi
Grup Degisken Istatistik Hepsidin Proteini
r -0,641
OHA
o p* 0,002
GDF proteini
r 0,025
Kontrol
p* 0,901

*Pearson korelasyon testi
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Hasta grubunda GDF-15 protein diizeyi ile Ferritin diizeyi arasindaki korelasyon
pozitif olup istatistiksel olarak anlamli idi(p=0,001 ve r:0,602). Hepsidin protein diizeyi ile
Ferritin diizeyi arasindaki korelasyon negatif olup istatistiksel olarak anlamli idi(p<0,001 ve
r:-0,628). Kontrol grubunda ise GDF-15 protein diizeyi ile Ferritin diizeyi arasindaki
korelasyon negatif olup istatistiksel olarak anlamli degildi(p=0,965 ve r:-0,008). Hepsidin
protein diizeyi ile Ferritin diizeyi arasindaki korelasyon negatif olup istatistiksel olarak
anlamli idi (p=0,033 ve r:-0,40) (Cizelge 4.8).

Cizelge 4.8. Calisma gruplar1 arasinda GDF-15 ve Hepsidin protein diizeylerinin ferritin diizeyleri ile

korelasyonunun karsilagtirilmasi

Grup Degiskenler Istatistik Ferritin
r -0,628
Hepsidin_ protein diizeyi
OHA p <0,001
r 0,602
GDF protein diizeyi
p 0,001
r -0,4
Hepsidin protein diizeyi
p 0,033
Kontrol
r -0,008
GDF protein diizeyi
p 0,965

Spearman korelasyon testi

Calismaya alinan hasta ve kontrol gruplarindaki miRNA ekspresyon seviyeleri 2-
ACt formiilii ile hesaplandi. Hasta ve saglikli gruplar arasindaki miRNA ekspresyon
diizeyleri karsilagtirildi. Housekeeping olarak hsa-miR-188-5p kullanildi.

hsa-miR-125b-5p’nin ekspresyon diizeyi hasta grubunda ortalama 2,60 (0,28-6,15),
saglikli grupta ise ortalama 1,25(0,08-3,68) olup hasta grubunda daha yiiksekti ve bu
farklilik istatistiksel olarak anlamli idi (p<0,001).

hsa-miR-144-3p’nin ekspresyon diizeyi hasta grubunda ortalama 0,57 (0,21-1,01),

saglikli grupta ise ortalama 0,94 (0,1-1,92) olup kontrol grubunda daha yiiksekti ve bu
farklilik istatistiksel olarak anlamli idi (p=0,002).
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hsa-miR-17-5p’nin ekspresyon diizeyi hasta grubunda ortalama 0,68 (0,16-1,96),
saglikli grupta ise ortalama 0,97 (0,27-2,28) olup kontrol grubunda daha yiiksekti ve bu
farklilik istatistiksel olarak anlamli idi (p=0,043).

hsa-miR-210 -3p’nin ekspresyon diizeyi hasta grubunda ortalama 0,80 (0,24-2,20),
saglikli grupta ise ortalama 1,04 (0,27-3,01) olup kontrol grubunda daha yiiksekti ancak bu
farklilik istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0,227).

hsa-miR-221-3p’nin ekspresyon diizeyi hasta grubunda ortalama 0,65 (0,05-1,94),
saglikli grupta ise ortalama 1,03 (0,19-2,93) olup kontrol grubunda daha yiiksekti ve bu
farklilik istatistiksel olarak anlamli idi (p=0.009).

hsa-miR-93-5p’nin ekspresyon diizeyi hasta grubunda ortalama 0,74 (0,18-2,02),
saglikli grupta ise ortalama 1,01 (0,27-2,37) olup kontrol grubunda daha yiiksekti ve bu
farklilik istatistiksel olarak anlamli idi (p=0,031).

hsa-miR-451a’nin ekspresyon diizeyi hasta grubunda ortalama 0,27 (0,02-1,93),
saglikli grupta ise ortalama 1,19 (0,08-3,42) olup kontrol grubunda daha yiiksekti ve bu
farklilik istatistiksel olarak anlamli idi (p<0,001).

hsa-miR-20a-5p’nin ekspresyon diizeyi hasta grubunda ortalama 0,52 (0,15-1,23),
saglikli grupta ise ortalama 1,02 (0,28-2,63) olup kontrol grubunda daha yiiksekti ve bu
farklilik istatistiksel olarak anlamli idi (p<0,001).

hsa-let-7b-5p’nin ekspresyon diizeyi hasta grubunda ortalama 0,46 (0,11-1,14),
saglikli grupta ise ortalama 1,06 (0,29-2,64) olup kontrol grubunda daha yiiksekti ve bu
farklilik istatistiksel olarak anlamli idi (p<0,001).

hsa-miR-199a-5p’nin ekspresyon diizeyi hasta grubunda ortalama 0,84 (0,12-3,19),

saglikli grupta ise ortalama 1,28 (0,1-2,98) olup kontrol grubunda daha yiiksekti ve bu
farklilik istatistiksel olarak anlamli idi (p=0,008).
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hsa-let-7i-5p’nin ekspresyon diizeyi hasta grubunda ortalama 0,43 (0,13-1,21),
saglikli grupta ise ortalama 1,04 (0,27-2,05) olup kontrol grubunda daha yiiksekti ve bu
farklilik istatistiksel olarak anlamli idi (p<0,001) (Cizelge 4.9).

Cizelge 4.9: Calisma gruplar1 arasinda miRNA diizeylerinin karsilastiriimasi

Grup
OHA (n=33) Kontrol (n=30)

Ort+SD Min-Maks Ort+SD Min-Maks p
hsa-miR-125b-5p 2,60 + 1,58 0,28 - 6,15 1,25+ 0,81 0,08-3,68 <0,001
hsa-miR-144-3p 0,57+ 0,23 0,21- 1,01 0,94 + 0,53 0,01-1,92 0,002
hsa-miR-17-5p 0,68 +0,39 0,16- 1,96 0,97 % 0,56 0,27-2,28 0,043
hsa-miR-210-3p 0,80+ 0,34 0,24- 2,20 1,04 + 0,68 0,27-3,01 0,227
hsa-miR-221-3p 0,65+ 0,41 0,05 1,94 1,03+ 0,62 0,19-2,93 0,009
hsa-miR-93-5p 0,74+ 0,38 0,18 - 2,02 1,01 +0,54 0,27-2,37 0,031
hsa-miR-451a 0,27 £0,34 0,02-1,93 1,19 £ 0,94 0,08-3,42 <0,001
hsa-miR-20a-5p (524027 0,15-1,23 1,02+0,56 028263  <0,001

hsa-let-7b-5p 0,46+0,26 0,11-1,14 1,06+0,62 029264  <0,001
hsamiR-190a5p 08406 0,12-3,19 1,28+0,72 0,01-2,98 0,008
hsa-let-7i-5p 0,43+ 0,23 013121 1,04 £ 0,55 027205  <0,001

Student t ve Mann whitney U (Siirekli degiskenlerin analizinde parametrik veriler i¢in Student-t, non-
parametrik veriler igin Mann Whitney U testleri kullanildi)
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5. TARTISMA

OHA, diinyadaki en yaygin tek gen hastaliklarindan biridir. Her yil 300.000
homozigot bebek dogmakta ve 366 milyon tasiyict oldugu tahmin edilmektedir.
Ulkemizdeki prevalans c¢alismalari genellikle Hatay gibi Tiirkiye’nin giiney illerini
kapsamaktadir (Arpaci ve ark. 2003).

OHA, sadece tek bir hastalik degildir. Aksine klinik siddeti ve beklenen yasam siiresi
oldukga degisken olan bir dizi kalitsal hemolitik anemiyi i¢eren klinik bir antitedir. f-globin
genindeki nokta mutasyonlarini igerir ve bu da hemoglobin S (HbS) olarak adlandirilan
anormal bir hemoglobin {iretimi ile sonuglanir. En yaygin goriilen ve genellikle ayn
zamanda en siddetli olan OHA formlarinda, hasta her iki ebeveynden de mutant geni alir ve
dolayistyla yalnizca HbS iiretilir. OHA ’nin birlesik heterozigot formlari, HbS ve bagka bir
anormal -globin proteininin tiretimi olarak tanimlanir (Kapoor ve ark. 2018).

B-globin genindeki nokta mutasyonu, ortaya ¢ikan proteinde 6. pozisyondaki
glutamik asidin valin ile yer degistirmesi ile sonuglanir (Kapoor ve ark. 2018).
Hemoglobinin aminoasit dizisindeki bu kiiciik degisikligin derin yapisal ve islevsel sonuglari
vardir. Ciinkii diisiik oksijen kosullari altinda, oksijensizlestirilmis HbS’de iki hemoglobin
molekiiliiniin B1 ve B2 zincirleri arasindaki baglanmay1 destekleyen ve sonugta HbS
polimerizasyonunun gubuk seklindeki yapilara donligmesine neden olan hidrofobik bir bolge
tiretir (Rees ve ark. 2010).

OHA 1ile iliskili tilkemizdeki mevcut caligmalar, hastaligin ve tasiyiciliginin 6zellikle
Tiirkiye’'nin Adana, Hatay ve Mersin gibi giiney illerinde daha yiliksek oldugunu
gostermistir. Ulkemizdeki Ulusal Hemoglobinopati Konseyi ve Bakanligimizca paylasilan
veriler ele alindiginda Cukurova bolgesi OHA nin en yaygin karsilasildigr bolge olup
hastaligin tasiyici olma siklig1 ise Mersin’de %13,6, Antakya’da %10,5, Adana’da %10,0
olarak belirtilmistir (Arpaci ve ark. 1991). Arpact ve arkadaslar yaptiklart bir ¢alismada;
Tiirkiye, niifus artis1 en fazla olan ilk 25 iilke arasinda 16. sirada yer aldigini, ozellikle
Prevalans calismalarimin Tiirkiye’nin giineyinde Hatay ve Adana gibi giiney illerini
kapsayan Cukurova’da yapildigini belirtimislerdir. Ayrica c¢esitli bolgelerde orak hiicre
ozelligi i¢in %0,5 ila %30-40 arasinda gozlendigi ve OHA i¢in giiney illerinde %8’lik genel
tasiyici oranina ulasildigini belirtmislerdir (Arpact ve ark. 2003). Hastalik otozomal resesif

oldugundan her iki cinsiyettede de esit siklikta goriilmektedir (Soylemez-Gokyer ve Kayaalti
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2016).Calismamizda, hasta grubunda orak hiicre anemili 13 kadin (%39,4) ve 20 erkek
(%60,6), saglikli kontrol grubunda ise 15 kadin (%50) ve 15 erkek (%50) dahil edildi.
Calisma grubunda yas ortalamasi 12,24 yil, kontrol grubunda ise 12,9 yil idi. Cizelge 4.1 de
goriildiigii tizere her iki grupta da yas ve cinsiyet bakimindan istatistiksel olarak anlamli
farklilik izlenmedi (p=0,391, p=0,397).Gruplar secilirken -genellikle literatiirde yapildigi
gibi- gruplar arasinda yas farki olmamasina dikkat edildi.

Brousse ve arkadaslar1 bir ¢alismalarinda HbF diizeyi yiikseldikge OHAde klinik
bulgularin siddetinde hafif seyretmekte oldugunu belirtmislerdir (Quinn 2016, Brousse ve
ark. 2018). Baz1 ¢alismalarda da OHA li hastalarda HbF degerleri ile bu hastalardaki kronik
hemoliz ve eritrosit transfiizyonu siklig1 arasinda negatif korelasyon oldugu bu durumun da
demir birikimine sebep oldugu bildirilmistir (Dahmani ve ark. 2016, Steinberg 2020,
Brandow ve Liem 2022). Calismamizda, hasta ve saglikli kontrol gruplarinin tam kan sayim
parametreleri kiyaslandiginda HbF, HCT, HGB, MCH, MCHC, MCV, RBC, RDW, MPV,
PLT, WBC seviyeleri her iki grup arasinda literatiir ile uyumlu olarak istatistiksel olarak
anlamli derecede farkli bulundu (p<0,001) (Cizelge 4.2). OHA kliniginin diger bolgelere
gore daha agir seyrettigi Hatay ilinde (Arpaci ve ark. 1991) gergeklestirilen ¢alismamizda
OHA 1i hastalarin ortalama HbF degeri 20,70 + 8,42 (Ort£SD) idi.

Bolgemizde diger bolgelere gore OHA kliniginin daha agir seyretmesi
hastalarimizda HbF’in arttirilamadigi bu durumunda kronik hemoliz ve etkin olmayan
eritropoez ile sonuglandigimi diisiindiirmektedir. HbF diizeyi ile OHA klinik bulgularinin
siddeti arasinda negatif korelasyon oldugu literatiirde belirtilmistir. Orak hiicreli anemide
HbF diizeyi degisik miktarlarda yiikselir. HbSS de HbF diizeyi <%1’den %60’a kadar
degisen diizeylerde saptanabilir (Akinsheye ve ark. 2011, Ngo ve ark. 2012). Bizim
calismamizda OHA li hastalarimizin HbF degeri ortalamasi1 %20,70 + 8,42 olup hafif OHA
kliniginin gortldiigi yiiksek HbF degerlerinden diisiik bulundu (Cizelge 4.2).

Insanlarda demir homeostazi, viicut ihtiyaglarma gére emilimin siki bir sekilde
diizenlenmesiyle saglanir. Giinde bir mg (toplam diyet demirinin %10°u) demir agirlikli
olarak duodenumda emilir ve esit miktarda digki, idrar ve ter yoluyla kaybedilir. Normal
fizyolojik kosullarda demir eksikligi ve anemi demir emilimini arttirirken asir1 demir
yiikklenmesi demir emilimini azaltir (Dubach ve ark. 1955, Andrews 2000). Ancak insan
viicudunun fazla demiri atmak i¢in etkili bir fizyolojik mekanizmasi yoktur. Bu nedenle

OHA gibi transfiizyonlarin siklikla endike oldugu durumlarda, eksojen demir birikebilir,
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transferine bagli olmayan demir (NTBI) olarak dolasabilir, dokulara girebilir, reaktif oksijen
tiirleri (ROS) olusturabilir ve son organ hasarina neden olabilir (Andrews 2000, Walter ve
ark. 2009). Asir1 demir yiikii, OHA’da uzun siireli transfiizyonun korkulan bir
komplikasyonudur. OHA’de transfiizyon endikasyonlar1 genislemeye devam etmektedir ve
asirt demir yiikiiniin komplikasyonlarin1 azaltmak i¢cin OHA’li hastalarda gereksiz
transfliizyonlarin en aza indirilmesi klinik ortamda giicli bir sekilde vurgulanmalidir.
Hidroksiiire gibi transflizyon dis1 tedavinin optimum kullanimi, transfiizyon tedavisine olan
thtiyacin tamamini1 olmasa da bir kismini azaltabilir. Miyeloablatif olmayan kemik iligi
transplantasyonunun bazi durumlarda uzun siireli transfiizyon tedavisinin yerini alip
almayacagi heniiz agikliga kavusmamigtir. OHA hastalari, transfiizyon gereksinim
azaltilarak demir toksisitesinden kaynaklanan u¢ organ hasarindan nispeten korunabilir
(Raghupathy ve ark. 2010).

Namaste ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada gercek bir demir eksikligini
saptamak icin ferritin diizeyinin gerekli oldugu belirtilmis, Diinya Saglhk Orgiitii de, 2007
yilinda Geneva’da gergek bir demir eksikligini saptamak igin ferritin diizeylerinin
bilinmesinin gerekli oldugunu belirtmis ve ¢ocuklar i¢in referans araliklar1 olusturulmustur
(Who 2007, Namaste ve ark. 2017). Bryd ve arkadaslarinin orak hiicreli hastalarda yaptigi
caligmada hemoglobinopatilerin serum ferritin diizeyine etki ettigini gostermislerdir (Byrd
ve ark. 2018). Elbostany ve arkadaslarinin demir birikimi olan OHA’li gocuklarda hepsidin
ekspresyonunu arastirdiklari bir ¢alismada; ferritin diizeyi 938ng/mL’den yiiksek olan
OHA'li hastalarda kan transfiizyon sikliginin, serum ferritin diizeyi 938ng/mL’den diisiik
olan OHA’li hasta grubuna gore daha yiiksek oldugu ayrica ferritin diizeyi yiiksek olan
OHA’li hastalarda, ferritin diizeyi diisiik olan OHAli hastalara gore hepsidin diizeyinin daha
diisiik oldugunu belirtmislerdir (Elbostany ve ark. 2021). Bizim ¢alismamizda orak hiicreli
anemili hastalarin ortalama serum ferritinin diizeyi literatiirle uyumlu olarak (>938 ng/mL)
yiiksekti. Ayrica calismamizda OHA 11 hastalarin serum ferritin diizeyi, saglikli kontrol
grubu ile kiyaslandiginda; hasta grubunda ferritinin ortalama diizeyinin 1161,31 (125-2920)
ng/mL, kontrol grubunda ise ortalama degerin 28,87 ng/mL (3,7-47,87) oldugu izlendi.
Ferritin diizeyleri her iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli derecede farkli idi
(p<0.001) (Cizelge 4.3). Orak hiicreli anemili hastalar ile saglikli kontrol grubu arasinda
HGB ve ferritin diizeylerinin korelasyonunu karsilastirildiginda; hasta grubunda negatif ve

kontrol grubunda pozitif korelasyon goriildii (Cizelge 4.4). Ayrica ferritin degeri yliksek
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OHAIi hastalarda literatiirle uyumlu olarak Hepsidin diizeyi diisiik bulundu (Cizelge 4.6).
Bu veriler 1518inda hastalarimizdaki ytliksek ferritin diizeyinin demir birikimine katkida
bulunan antihepsidinik faktor GDF-15" in yiiksek ekspresyonu ile baglantili oldugu ve
yiiksek GDF-15 ekspresyonunun da miRNA diisiikliigii ile iligkili olabilecegi kanaatindeyiz
(Cizelge 4.2 ve Cizelge 4.6).

Transfiize edilmemis hemoglobinopatili hastalarda inefektif eritropoez, anemi ve
hipoksinin, demir homeostazinin ana diizenleyicisi olan hepsidini azalttigi, hepsidin
eksikliginin de duodenal asir1 demir emilimine ve boylece sistemik asiri demir yiiklenmesine
neden oldugu ancak diizenli olarak transfiizyon yapilan hastalarda, asir1 demir
yiikklenmesinin  ¢ogunlukla eritrositlerin pargalanmasindan kaynaklandigi literatiirde
belirtilmistir (Origa ve ark. 2007). Baska bir ¢calismada da OHA li hastalarinda artmis GDF-
15’in; OHA’de inefektif eritropoezin ve kronik aneminin patofizyolojisi ve siddetindeki
Onemini yansittigini ayrica artmis GDF-15 seviyelerinin hemoliz ve asir1 demir yiiklenmesi
ile iliskili oldugunu bildirmislerdir (Tantawy ve ark. 2014). Calismamizda OHA hastalarinin
transfiizyon sikligi 4,7/y1ld1 (Cizelge 4.3). Bu veriler 1513inda OHA li hastalarin yiiksek
ferritin diizeylerinin bu hastalarda tespit ettigimiz diisiik hepsidin diizeyleri ve yiikksek GDF-
15 diizeyleri ile iliskili olabilecegi kanaatindeyiz.

Orak hiicreli anemili hastalar ile saglikli kontrol grubu arasinda CRP diizeyleri
kiyaslandiginda; her iki grup arasinda istatistiksel olarak anlaml fark olmadig: ve her iki
grupta da CRP diizeylerinin normal aralikta oldugu goriildii (Cizelge 4.5). Bu bulgular
literatiir ile uyumlu bulundu (Byrd ve ark. 2018). OHA li hastalar ile saglikli kontrol grubu
arasinda CRP yoniinden fark olmamast OHA 1i calisma grubu hastalarimizin kan
numunelerinin alindig1 sirada enfeksiydz bir tabloda ya da hemolitik kriz doneminde
olamadigini dolayisiyla OHA li hastalarin yiiksek ferritin degerlerinin de akut faz reaktan
olan yiikseklikte olmadiklarini desteklemektedir.

Hepsidin, OHA’de demir toksisitesi arasinda gozlenen farkliliklarin merkezinde
muhtemelen yer almaktadir. GDF asir1 ekspresyonu ile baskilanmis hepsidinin ekspresyonu
demir toksisitesinde rol oynayabilir (Raghupathy ve ark. 2010).

Mevcut az sayidaki calisma, OHA hastalar1 arasinda ayrim yapmaksizin hepsidin
plazma diizeyine iliskin kesin olmayan veriler sundugu ve ayrica bu diizeylerin saglikli
kontrol gruplariyla genellikle karsilastiriimadigimi sdylemektedir (Omena ve ark. 2018).

Elbostanby’in ¢alismasinda, serum hepsidin diizeyinin; serum ferritin diizeyi yiiksek olan
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OHA 1i hastalarda, serum ferritin diizeyi diisitk OHA 1i hastalara ve saglikli kontrol grubuna
gore daha diisiik diizeylerde oldugunu belirtmistir (Elbostany ve ark. 2021). Fertrin ve
arkadaslar1 da buna benzer sonuglar ileri siirmiistiir (Fertrin ve ark. 2014). Bununla birlikte,
diger baz1 ¢alismalar, OHA hastalar1 ve kontrolleri arasinda esit veya hatta kontrol gruplari
arasinda daha da yiiksek hepsidin diizeyi saptandigini agiklamaktadir (Kearney ve ark 2007,
Shen ve ark. 2015). Bu calismaya benzer sekilde, Rashidy ve ark. (Rashidy ve ark. 2015),
OHA hastalarinda ferritin ve hepsidin diizeyleri arasinda anlamli bir iliski olmadigini
bildirmistir. Calismamizda ise orak hiicreli anemili hastalar ile saglikli kontrol grubu
arasinda hepsidin protein diizeyleri kiyaslandiginda; OHA 1i hastalarda hepsidin diizeyinin
saglikli kontrol grubuna gore daha diigiik oldugu tespit edildi. Hepsidin diizeyi; OHA
grubunda ortalama 63,30 (6,96-176,50) pg/ml, kontrol grubunda ise ortalama 195,58
(117,67-245,78) pg/ml olup her iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik oldugu
izlendi (p<0,001) (Cizelge 4.6). Demir emiliminin ve dokulara taginmasinin ana
diizenleyicisi olarak rol oynayan Hepsidin’in serum seviyesi plazma demir seviyesi ile
diizenlenir. Hepsidin’in transkripsiyonu demir eksikliginde baskilanirken asirt demir yiikii
olan durumlarda indiiklenir ve yliksek hepsidin seviyesi diyetle alinan demir emilimi
yanisira hiicre iginde demir kullanimin1 da azaltarak dokularda demir birikimini engeller
(Nemeth ve ark. 2009, Arezes ve ark. 2015). Origa ve arkadaglarinin yaptigi bir ¢alismada;
transfiize edilmemis hemoglobinopatili hastalarda inefektif eritropoez, anemi ve hipoksinin,
demir homeostazinin ana diizenleyicisi olan hepsidini azalttigi, hepsidin eksikliginin,
duodenal asir1 demir emilimine ve bdylece sistemik asir1 demir yiiklenmesine neden oldugu
ancak diizenli olarak transfiizyon yapilan hastalarda, asir1 demir yiiklenmesinin ¢ogunlukla
eritrositlerin pargalanmasindan kaynaklandigi belirtilmistir (Origa ve ark. 2007). Tantawy
ve arkadaslari; OHA hastalarinda artmis GDF-15’in, OHA’daki inefektif eritropoezin ve
aneminin patofizyolojisini ve siddetindeki Onemini yansittigini ayrica artmig GDF-15
seviyelerinin hemoliz ve asirt demir yiikklenmesi ile iliskili oldugunu ve trombotik olay riski
yiiksek olan hastalarin belirlenmesinde fayda saglayabilecegini bildirmislerdir (Tantawy ve
ark. 2014). Literatiir ve ¢alisma verileri 1s18inda; enfeksiyonun gostergesi olan CRP
degerlerinin negatif oldugu yiiksek ferritin diizeylerine sahip OHA 1i calisma grubu
hastalarindaki diisiik hepsidin diizeylerinin inefektif eritropoeze, kronik anemiye ve
hemolize bagl gelisebilecegi diisiincesini ve diisiik hepsidin diizeyinin bu hastalarda agsirt

demir birikimine katkida bulundugu hipotezimizi desteklemektedir.
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GDF-15 seviyeleri hemoliz ve asir1 demir yiiklenmesi ile iligkilidir ve trombotik olay
riski yiiksek olan hastalarin belirlenmesinde fayda saglayabilir. GDF-15 inefektif veya
apopitotik eritropoezi géstermektedir (Tanno ve ark. 2010). Hemoglobinopatilerde GDF-15
diizeyinin yiiksek oldugu bildirilmistir (Tantawy ve ark 2014). Tanno ve arkadaslarinin
yaptig1 calismada; hemoglobinopatili hastalardan alinan serumlarin hepsidin ekspresyonunu
bastirdig1 ve ardindan GDF-15 tiikendiginde de baskilamanin tersine dondiigii gosterilmistir
(Tanno ve ark. 2007). Yapilan bir ¢alismada talasemi sendromlar1 gibi, orak hiicre
sendromlarinin da artan eritropoez seviyeleri ile karakterize edildigi, ancak orak hiicredeki
birincil kusurun olgun eritrositlerin yikimi oldugu ayrica siddetli OHA vakalarinda, inefektif
eritropoez bulunabilecegi bildirilmistir. Yine ayni ¢alismada GDF-15, hipoksi ile
indiiklenebilir bir gen iriinii ve hepsidin diizenlemesinde yer alan bir molekiil olarak
tammlanmustir. Inefektif eritropoez ortaminda elde edilen yiiksek seviyelerde GDF-15
ekspresyonu, tamamlanmamis bir hepsidin baskilama mekanizmasi yoluyla patolojik asir
demir yiiklenmesine katkida bulunabilecegi bildirilmistir (Tantawy ve ark 2014). Bizim
calismamizda da orak hiicreli anemili hastalar ile saglikli kontrol grubu arasinda GDF-15
protein diizeyleri kiyaslandiginda; GDF-15 diizeyinin OHA grubunda ortalama 1053,77
(183,26-5306,00) pg/ml, kontrol grubunda ise ortalama 428,40 (235,80-1258,40) pg/ml
oldugu ve her iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik oldugu izlendi (p<0,001)
(Cizelge 4.6). Literatiirle uyumlu olarak GDF-15 protein diizeyi ile Hepsidin protein diizeyi
arasindaki korelasyon OHA li grupta negatif olup istatistiksel olarak anlamli idi. GDF-15
protein diizeyi ile Hepsidin protein diizeyi arasindaki korelasyon kontrol grubunda pozitif
olup istatistiksel olarak anlamli degildi (Cizelge 4.7). Ayrica OHA i hastalarda GDF-15
protein diizeyi ile Ferritin arasindaki korelasyon pozitif ve Hepsidin protein diizeyi ile
Ferritin arasindaki korelasyon ise negatif idi. Bu veriler istatistiksel olarak anlamli idi
(Cizelge 4.8). Calisgmamiz, OHA li hastalarimizin GDF-15 nin saglikli kontrol grubuna gére
daha yiiksek oranda eksprese ve translase edildigini gostermektedir. Bu veriler 1s18inda OHA
li hastalarda GDF-15 serum protein diizeyi yiiksekliginin bu hastalarda Hepsidin
ekspresyonunu inhibe ederek asir1 demir birikimine (yliksek ferritin diizeyine) sebep
olabilecegi kanatindeyiz.

Orak hiicre sendromlari, artan eritropoez seviyeleri ile karakterize edilir, ancak orak
hiicredeki birincil kusur, olgun eritrositlerin yikimini igerse de siddetli orak hiicre hastaligi

vakalarinda inefektif eritropoez gozlenebilir (Kanda ve ark. 2008). Ancak, OHA’li hastalar
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arasindaki GDF-15 diizeylerine iliskin veriler ve bu iliskiyi etkileyen faktorler ile ilgili az
sayida ¢alisma bulunmaktadir (Tantawy ve ark 2014). Bu faktorlerden eritropoez ile iligkili
miRNA lar, GDF transkipsiyonu iizerinden hepsidin diizeylerini etkileyerek bu hastalarda
demir asir1 birikimine katkida bulunabilir. Nitekim bizim ¢alismamizda da orak hiicreli hasta
grubunda saglikli kontrol grubuna gére GDF-15 serum diizeyleri yiiksek, hepsidin serum
diizeyleri diistik ve ferritin diizeyleri yiiksekti. Ayrica GDF-15 gen ekspresyonunun da hasta
grubunda daha yiiksek olmasi miRNA larin bu ekspresyon iizerinde etkili oldugunu
disiindiirmektedir. Biz c¢alismamizda da ayrica; miRNA larin etkilerini incelemeyi
amacladik.

[lk miRNA 1993 yilinda kesfedildi, kesfinden bu yana miRNAlar bircok hastaligin
patogenezinin anlagilmasi igin ¢alisilmigtir. Bazt miRNAlar eritroid hiicrelerde bol miktarda
bulunur ve hematopoezde kritik bir diizenleyici olarak rol alirlar (Zhang ve ark. 2012). in
vitro sartlarda ilk defa Felli ve arkadaslar1 gobek kordonundan aldiklari kanda eritroid
hiicrelerin farklilagabilmesi i¢cin miR221 ve miR222 ekspresyonlarinin diisiik diizeyde
olmasi gerektigini gostermislerdir (Felli ve ark. 2005). Gabbianelli ve arkadaslarinin yaptig
bir ¢calismada miR221 ve miR222 deki yiiksek diizeydeki ekspresyonun HbF diizeyinde
diisise neden oldugu gosterilmistir(Gabbianelli ve ark. 2010). Noh ve arkadaslarinin yaptigi
bir calismada kord kani ve adult periferik kanlar incelenmis ve miRNA ekspresyon
diizeylerine bakilmistir. Let7b ve let 71 gibi bircok miRNA nin adult donemde kordon kanina
gore ekspresyonunun arttigr gosterilmistir (Noh ve ark. 2009). Giizelgiil ve arkadaslarinin
yaptigi tez caligmasinda OHA da let7d’nin ekpresyon diizeyinin HbSS’de, HbAA’ya gore
daha yiiksek oldugu belirtilmistir. Ayn1 ¢alismada mirl144 ekspresyon diizeyinin OHA da
anlamli derecede yiiksek oldugu belirtilmistir (Giizelgiil 2014). Dore ve arkadaslari
Mirl44’iin eritropoezde pozitif diizenleyici olarak rol aldigini belirtmiglerdir (Dore ve ark.
2008).

Calismamizda hsa-miR-125b-5p ekspresyon diizeyi hasta grubunda ortalama 2,60

(0,28-6,15), saglikl1 grupta ise ortalama 1,25 (0,08-3,68) olup hasta grubunda daha yiiksekti
ve bu farklilik istatistiksel olarak anlamli idi (p<0,001). Hematopoietik kok hiicrelerde miR-
125b’nin overekspresyonu, rejenerasyonu ve diferansiyasyonu stimiile ettigi ve miR-125b,
normal ve malign hematopoezde kilit rol oynadigi belirtilmektedir (Darden ve ark. 2020).
Bildigimiz kadariyla literatiirde hsa-miR-125b-5p ile OHA veya hsa-miR-125b-5p ile HbF

iligkisini agiklayan herhangi bir c¢alisma bulunmamaktadir. Bu veriler 1s18inda
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caligmamizdaki hsa-miR-125b-5p yiiksekliginin eritropoez aktivasyonuna hepsidin
ekspresyonunun inhibisyonuna ve orak hiicre patofizyolojisi ile asir1 eritroid hiicre yikimina
(Darden ve ark. 2020) sonug¢ olarak demir asir1 birikimine katkida bulunabilecegini

diisiinmekteyiz.

hsa-miR-144-3p ekspresyon diizeyi hasta grubunda ortalama 0,57 (0,21-1,01),
saglikli grupta ise ortalama 0,94 (0,1-1,92) olup kontrol grubunda daha yiiksekti ve bu
farklilik istatistiksel olarak anlamli idi (p=0,002). miR-144; NRF2 (niikleer faktor eritroid 2
ile iliskili faktor) ekspresyonunu baskilayarak oksidatif stres seviyelerini kontrol eden
periferik kan eritrositlerindeki baskin miRNA’lardan biridir. Sangokoya ve ark. miR144’{in
hemoglobin sentezinde ve OHA hastaliginin klinik siddetinde 6nemli oldugunu gosterdi
(Sangokoya ve ark. 2010). NRF2 tarafindan vy-globin aktivasyonunun molekiiler
mekanizmalar1 hala tam olarak bilinmemektedir. NRF2’nin HGB transkripsiyonunu
dogrudan etkinlestirdigi, miR-144’tin ise normal CD34+ hiicrelerinde HGB mRNA’y1
susturmak i¢in NRF2’yi hedefledigi iyi belgelenmistir. Tersine, miR-144"1i inhibe etmek,
normal ve orak hiicre progenitdrlerinde HGB ‘i yukar1 dogru diizenler. NRF2 tarafindan vy-
globin regiilasyonunda yer alan molekiiler mekanizmalari tanimlamak i¢in, siv1 bir kiiltiir
sisteminde insan CD34+ kok hiicrelerinden iiretilen eritroid progenitdrlerinin kullanildig: bir
calismada NRF2’nin y-globin transkripsiyonunu aktive etme yeteneginin baskilayici
komplekslerinin modiilasyonu yoluyla gergeklesebilecegi belirtilmistir (Zhu ve ark. 2017).
Caligma grubu ve saglikli kontrol gruplarinin tam kan sayim parametreleri kiyaslandiginda
HGB ve RBC seviyeleri miR144 ekspresyonunun diisiik bulundugu OHA’ 1i grupta saglikli
kontrol grubuna gore diisiiktii ve bu diistikliik istatistiksel olarak anlamliydi (p<0.001)
(Cizelge 4.2). Bagka bir ¢alismada da diisiik HbF diizeyine sahip OHA hastalarin periferik
kan retikiilositlerinde daha yiiksek miR-144 ekspresyonu gozlendi (Li ve ark. 2019). NRF2
protein seviyeleri, OHA’de eritropoez sirasinda y-globin gen susturma mekanizmasi olarak
MiR-144 tarafindan diizenlenir denilmistir (Li ve ark. 2019). Calismamizdaki veriler 1s1ginda
hsa-miR-144-3p’ nin OHA li hastalarda saglikli kontrol grubuna gore diisikk serum
diizeylerinin; ferritin diizeyi yiiksek olan OHA 1i hastalarda baskilanmis HbF diizeyleri ile
iligkili oldugu soylenebilir. OHA de HbF diizeyinin degisik miktarlarda yiikseldigi ve HbF
diizeyi ile OHA klinik bulgulariin siddeti arasinda negatif korelasyon oldugu literatiirde
belirtilmistir (Ngo ve ark. 2012). HbSS de HbF diizeyi <%1’den %60’a kadar degisen
diizeylerde saptanabilir (Akinsheye ve 2011, Ngo ve 2012). Bizim g¢alismamizda OHA li
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hastalarimizin HbF degeri ortalamas1 %20,70 + 8,42 olup bu deger hafif OHA kliniginin
goriildiigii HbF degerlerinden daha diisiiktii (Cizelge 4.2). Ayrica baskilanmis HbF’nin
yanisira artmis oksidatif stres seviyelerinden kaynakli transfiizyonu ihtiyaci ve artmis GDF-
15 diizeylerinin baskiladigi diisiik hepsidine bagli asir1 demir yiiklenmesi ile iligkili

olabilecegi kanaatindeyiz.

hsa-miR-17-5p ekspresyon diizeyi hasta grubunda ortalama 0,68 (0,16-1,96),

saglikli grupta ise ortalama 0,97 (0,27-2,28) olup saglikli grubda daha yiiksekti ve bu
farklilik istatistiksel olarak anlamli idi (p=0,043). Hsa-miR-17-5p B-talasemili pediatrik
hastalarda 6nemli 6lgilide diisiik ¢itkmasina karsin (Wang ve Chen 2021) bildigimiz kadariyla
hsa miR17b-5p ile OHA iliskisini agiklayan herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. GDF-
15, ALK reseptorlerinin aktivasyonu ve SMAD’mn fosforilasyonu yoluyla hiicre
proliferasyonunu diizenlemek i¢in gerekli olan sinyal yollarini diizenler (Rochette ve ark.
2021). SMAD kompleksleri, promotorlerindeki SMAD baglayici proteinere baglanarak
miRNA genlerinin transkripsiyonunu kontrol eder. Ek olarak SMAD’ler, miRNA promoter
aktivitesini diizenleyen transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu yoluyla miRNA
seviyelerini dolayli olarak modiile edebilir. Genlerin miRNAlar tarafindan diizenlenmesi,
GDF-15 tarafindan uygulanan gen ekspresyonunun kontroliiniin ayrilmaz bir bilesenidir
(Hata ve Chen 2016). Bu veriler 1s18inda ¢alismamizdaki hsa-miR-17b-5p’nin saglikli
kontrol grubuna goére OHA 1i hastalardaki diistikliigliniin GDF-15 asir1 ekspresyonuna,
GDF-15’inde  SMAD iizerinden hepsidin ekspresyonunun inhibisyonuna neden
olabilecegini diistinmekteyiz.

Spesifik olarak, miR-210 ve miR486-3p, HU yanit verenlerde artan hemoglobin
ekspresyonu ile iligkilendirilmistir (Hojjati ve ark. 2017). Vardiman ve digerleri tarafindan
yapilan ayr1 bir c¢alismada miR-210’un ekspresyonundaki artis, HbF’nin HU aracili
indiiksiyonu ile iligkilendirildi. Boylece miR-210’un, HU tedavisi alan OHA hastalarinda
eritroid farklilasmasinda ve HbF indiiksiyonunda roliinii daha da destekledi (Vardiman ve
ark. 2016). Bizim caligmamizda hsa-miR-210 -3p ekspresyon diizeyi hasta grubunda
ortalama 0,80 (0,24-2,20), saglikli grupta ise ortalama 1,04 (0,27-3,01) olup kontrol

grubunda daha yiiksekti ancak bu farklilik istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0,227).
Yoshioka ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢calismada ferritinin ekspresyon seviyesi, anti-miR-
210 ile transfekte edilmis hiicrelerde, hiposik kosullar altindaki hiicrelere kiyasla artmis

oldugu goriilmiistiir. Ote yandan, miR-210’un asir1 ekspresyonunun ferritin ekspresyonunu
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baskiladigini belirtmislerdir (Yoshioka ve ark. 2012). miR-210’un upregiilasyonunun HbF
ekspresyonu ile korele oldugu rapor edilmistir (Bianchi ve ark. 2009). Bu, miR-210’un
eritroid olgunlagsmasiyla iliskili oldugunu gostermektedir. Ancak miRNA-210’un
eritropoezdeki hedef geni tanimlanmamustir (Sarakul ve ark. 2013). Her ne kadar hsa-miR-
210-3p’nin OHA li hastalarda saglikli kontrol grubuna goére daha diisiik serum diizeylerinin
varlig istatistiksel olarak anlaml farklilik gostermese de OHA grubundaki hsa-miR-210-3p
diistikliigiiniin,; bu hastalardaki yiiksek ferritin diizeyi, indiiklenemeyen HbF diizeyleri
(Bianchi ve 2009) ve yiiksek GDF-15 diizeyinin de diisiik hepsidin diizeyine bagli demir
yiiklenmesi ile iligkili olabilecegi kanaatindeyiz.

HU tedavisi ile HbF indiiksiyonunda miRNA’lar1 ima eden en eski ¢aligmalardan biri
Lopes ve arkadaglari tarafindan yayinlandi. Yazarlar, in vitro HU tedavisini takiben insan
gdbek damari endotel hiicre kiiltiirlerinde HIF1A ekspresyonunda, bir anjiyojenez belirteci
ve miR-221 indiiksiyonunda 6nemli bir azalma gézlemlediler (Lopes ve ark. 2014). Zhang
ve arkadaglari, Eritroid hiicrelerde ¢ok sayida miRNA bulundugunu ve miR-15a/16, miR-
144, miR-150, miR-191 ve miR-221/222 dahil olmak ftizere hematopoezin Kritik
diizenleyicileri olarak islev gordiigiinii belirtmiglerdir (Zhang ve ark. 2012). Ma ve
arkadaglar1 dogal bir Cin tibbinin emodin ad1 verilen saflagtirilmis bir bileseni, c-KIT’in up
regiilasyonu ve miR-221 ve miR-222’nin down regiilasyonu yoluyla K562 hiicrelerinde
hemoglobulin ekspresyonunu aktive ettigini ve HbF diizeyini suprese ettigini belirtmislerdir
(Ma ve ark. 2013). Calismamiz yukarida bahsedilen ¢alisma ile uyumluydu. Caligmamizda
hsa-miR-221-3p ekspresyon diizeyi hasta grubunda ortalama 0,65 (0,05-1,94), saglikli
grupta ise ortalama 1,03 (0,19-2,93) olup OHA i grupta daha diisiiktii ve bu farklilik

istatistiksel olarak anlamli idi (p=0,009). Literatiirle uyumlu olarak ¢alismamizda hsa-miR-
221-3p’ nin OHA i grupta saglikli kontrol grubuna gére down regiile oldugunu gézledik.
Bu veriler 1s1iginda  OHA 1i hasta grubunda hsa-miR-221-3p’nin diisiikliigiiniin
arttirtlamayan HbF diizeyleri (Bianchi ve ark. 2009) ve yiiksek GDF-15 diizeyinin de diisiik
hepsidin diizeyine bagli demir yiiklenmesi ile iligkili olabilecegi kanaatindeyiz.

Shkurnikov ve arkadaslarinin hemolizin kan plazmasinin miRNA profili tizerindeki
etkisini analiz ettikleri ¢alismada eritrositlerin hemolizinin 9 miRNA konsantrasyonunu
(hsa-miR-486-5p, hsa-miR-16-5p, hsa-miR-451a, hsa-miR-106a- 5p, hsa-miR-17-5p, hsa-
miR-93-5p, hsa-miR-20a-5p, hsa-miR-107 ve hsa-miR-20b-5p gibi) 6nemli olgiide

etkiledigini bulduklarin1 ve bu 9 miRNA’nin diizeyinin hemoglobin konsantrasyonuyla
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anlaml diizeyde pozitif korelasyon gosterdigini belirtmektedirler (Shkurnikov ve ark. 2016).
Hsa-miR-93-5p’nin plazmadaki varligi ile hemoglobin konsantrasyonu arasinda bir iligki
olmasmi; bu MIRNA’nin eritrositlerdeki varligina isaret edebilecegini belirtmislerdir.
(Shkurnikov ve ark.2016). Calismamizda hsa-miR-93-5p ekspresyon diizeyi hasta grubunda
ortalama 0,74 (0,18-2,02), saglikl1 grupta ise ortalama 1,01 (0,27-2,37) olup OHA li grupta
daha diigiikti ve bu farklilik istatistiksel olarak anlamli idi (p=0,031). Ayni sekilde

calismamizda ayrica hsa-miR-20a-5p ekspresyon diizeyi hasta grubunda ortalama 0,52
(0,15-1,23), saglikl1 grupta ise ortalama 1,02 (0,28-2,63) olup OHA li grupta daha diisiiktii
ve bu farklilik istatistiksel olarak anlamli idi (p<0,001). Bu veriler; hasta grubundaki hsa-

miR-93-5p ve hsa-miR-20a-5p diisiikliigiiniin ferritin diizeyi yiiksek olan OHA li hastalarin
artmis GDF-15 ekspresyonu ve OHA li hastalardaki artan hemoliz ve azalan hemoglobin
konsantrasyonu dolayisiyla da kan transfiizyonu ihtiyaci nedeniyle de OHA 1i hastalardaki
demir birikimi ile iliskili olabilecegini diisiindiirmektedir.

Son in vitro arastirmalar, mikroRNA’larin (miRNA’lar) miR-451a ve let-7i-5p’nin
saglikli kontrollere (HbAA) kiyasla HbSS eritrositlerinde farkli sekilde exprese edildigini
ve Plasmodium ile enfekte sitma eritrositlerinde overexprese edildigini gostermistir
(Shkurnikov ve ark. 2016). Plazmada dolasan miRNA’lar genellikle eksozomlar gibi hiicre
dis1 vezikiillerde kapsiillenir ve hastalik gelisiminde rol oynadigi diisiiniilmektedir.
Dolagimdaki ekzozomal miR-451a ve let-7i-5p, (+) ve (-) sitmasi olmayan cesitli
hemoglobin genotiplerine (HbAA, HbAS, HbAC, HbSS, HbSC ve HbCC) sahip bireylerde
Olglilmiistiir. Sonuglar, sitmasi1 olmayan yani HbSS-’de daha yiiksek bir eksozomal let-7i-5p
ve miR-451a seviyesi gosterdi. Eksozomal let-7i-5p ve miR-451a seviyeleri HoSS+’da diger
genotiplere gore daha diigiiktii. miR-451a ve let-7i-5p’nin, enflamasyonla ilgili genleri
modiile ettigi ve dolayist ile her iki hastalik i¢in potansiyel patogenez biyobelirtegleri
olabilecegi diisiniilmiistiir (Shkurnikov ve ark. 2016). Calismamizda literatiirle uyumlu
olarak hsa-miR-451a ekspresyon diizeyi hasta grubunda ortalama 0,27 (0,02-1,93), saglikli
grupta ise ortalama 1,19 (0,08-3,42) olup OHA i grupta daha diisiiktii ve bu farklilik
istatistiksel olarak anlamli idi (p<0,001). Calismamiz homozigot OHA 1i hastalar ile
yapilmis olup literatiir ile uyumlu olarak homozigot hastalardaki hsa-miR-451a diisiikligii
sonucunu desteklemektedir. Bulgularimiz ayrica hsa-miR-451a diisiikliigiiniin homozigot
hastalardaki artmis hemoliz ve transfiizyon ihtiyaci ile ve ferritin diizeyi yiiksek olan OHA

li hastalardaki artmis GDF-15 ekspresyonu ile iligkili olabilecegini diisiindiirmektedir.
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Literatiirde let 7 miRNA ailesinin (7a, 7b, 7c, 7d ve 7f) RBC’de yiiksek diizeyde
eksprese edildigini bildirmistir (Sangokoya, 2010). Li ve arkadaslarinin yaptigi bir
calismada hsa-let-7b-5p nin HbF ile negatif korele oldugunu bildirmislerdir (Li ve ark.
2019). Baska bir ¢calismada K562 hiicreleriyle karsilastirildiginda hematopoietik sistemdeki
olgun eritrositlerin farklilasmasinda, let-7 ailesine bagli mikroRNA’larin ekspresyonunun
rol oynadig1 gosterilmistir (Chen, 2004). Chen ve arkadaslar1 Hb SS’li ve Hb AA’l1 olgularin
eritrositlerinde let7 ailesinin ekspresyon diizeylerini ¢alismislar ve Hb SS’1i olgularda
let-7 ailesinin ekspresyon diizeylerinin Hb AA’li olgulara gore diisik oldugunu
bildirmislerdir(Chen ve ark. 2008). Calismamiz literatiirle uyumlu olarak hsa-let-7b-5p’nin
ekspresyon diizeyi hasta grubunda ortalama 0,46 (0,11-1,14), saglikli grupta ise ortalama
1,06 (0,29-2,64) olup OHA li grupta daha diistiktii ve bu farklilik istatistiksel olarak anlaml
idi (p<0,001).

hsa-miR-199a-5p ekspresyon diizeyi hasta grubunda ortalama 0,84 (0,12-3,19),

saglikli grupta ise ortalama 1,28 (0,1-2,98) olup OHA li grupta daha diisiiktii ve bu farklilik
istatistiksel olarak anlamli idi (p=0,008). Bildigimiz kadariyla hsa-miR-199a-5p ile OHA
iliskisini agiklayan herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu veriler 1s18inda
caligmamizdaki hsa-miR-199a-5p’nin saglikli kontrol grubuna gére OHA 1i hastalardaki
disiikliglinin  GDF-15’in asir1  ekspresyonuna, bu yolla hepsidin ekspresyonunun
inhibisyonuna ve sonu¢ olarak ta demir asir1 birikimine katkida bulunabilecegini
diistinmekteyiz.

Destekleyici ¢aligmalar, let-7 miRNA ailesi de dahil olmak iizere fetal ve yetiskin
eritroid progenitor hiicrelerinde diferansiyel olarak eksprese edilen miRNA’lar tarafindan
hedeflenen genlerin ekspresyonunu bildirdi (Lessard ve ark. 2018, Oxendine Harp ve ark.
2022). Lee ve ark. LIN28B’ vyi hedefleyen let-7’nin baskilanmasinin, BCL11A
ekspresyonunu da azalttigim1 ve yetiskin insan eritroblastlarinda HbF’yi 6nemli olciide
indiikledigini gozlemledi (Lee ve ark. 1993). Bizim ¢alismamizda da literatiirle uyumlu
olarak hsa-let-7i-5p ekspresyon diizeyi hasta grubunda ortalama 0,43 (0,13-1,21) ve saglikli
grupta ise ortalama 1,04 (0,27-2,05) olup OHA i grupta daha diisiiktii ve bu farklilik
istatistiksel olarak anlamli idi (p<0,001). Dolayisiyla literatiirle uyumlu olarak ¢aligmamizda
yiiksek HbF diizeyine sahip OHA 1i hasta grubunda diisiik hsa-let-7i-5p ekspresyonunun
olmasi, hsa-let-7i-5p ekspresyonunun HbF diizeyini etkiledigini gostermistir. Ayrica saglikli
kontrol grubuna gére OHA li hastalardaki hsa-let-7i-5p diistikliigliniin GDF-15’in asir1
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ekspresyonuna, bu yolla hepsidin ekspresyonunun inhibisyonuna ve sonug¢ olarak ta demir

asir1 birikimine katkida bulunabilecegini diisiinmekteyiz.
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SONUC

Pediatrik Orak hiicreli anemi hastalarinda, hepsidinin ekspresyonunu baskilayarak demir
birikimine katkida bulunabilen GDF-15’in artmis ekspresyonunu aydinlatabilecek
molekiiler olaylardan GDF-15’in posttranskripsiyonel regiilasyonunda miRNA’larin rolii

arastirilmistir.

e Antihepsidin etkili GDF-15’in iligkili olabilecegi miRNA’larin tespit edilmesi
OHA i hastalardaki tekrarlayan hemoliz ve tranflizyona bagl komplikasyonlarin
yonetiminde asir1 demir yiikiinii degerlendirmek i¢in kullanilacak bir tanisal belirteg
olabilecegini diisiinmekteyiz. Nitekim calismamizda OHA 1i hastalarda saglikli
kontrol grubuna gore daha diisiik eksprese oldugunu tespit ettigimiz miRNAlarin”
OHA |i hastalarda GDF-15" in asir1 ekspresyonuna, bu yolla hepsidin
ekspresyonunun inhibisyonuna ve sonug olarak ta demirin asir1 birikimine katkida
bulunabilecegini diisiindiirmektedir. ("hsa-miR-144-3p, hsa-miR-17-5p, hsa-miR-210-3p,

hsa-miR-221-3p, hsa-miR-93-5p, hsa-miR-451a, hsa-miR-20a-5p, hsa-let-7b-5p, hsa-miR-
199a-5p, hsa-let-7i-5p)

e (Calismamizda OHA 1i hastalarda saglikli kontrol grubuna gore hsa-miR-125b-5p

yiiksekliginin hepsidin ekspresyonunun inhibisyonuna ve sonug¢ olarak ta demir
asir1 birikimine katkida bulunabilecegini diislinmekteyiz. Dolayisiyla OHA li
hastalarda posttranskripsiyonel yolak {iizerinden hepsidin gen ekspresyonunu
engelleyen mMiRNA’larm™ tespiti hem hepsidinin molekiiler regiilasyonunun
aydinlatilmasina katki saglayabilir hem de asir1 demir yiikiinlin bir gostergesi

olabileceginden yeni tedavi yaklasimlarina onciiliik edebilir. (" hsa-miR-125b-5p)

e (Calismamizda elde ettigimiz veriler 1s18inda OHA tanis1 alan cocuklarin ilk
degerlendirilmesinde bu hastaligin morbidite ve mortalitesininin belirleyicisi olan
demir birikimine yonelik prognozunun belirlenmesinde ilgili miRNA larin test
edilmesinin bu hastalarda asir1 demir birikimine yonelik erken belirtecler

olabilecekleri kanaatindeyiz.
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e Son yapilan ¢aligmalarda miRNA diizeyinin globilin gen ekspresyonu {izerinden
HbF iiretimini artirarak terapotik amagli kullanimi hedeflenmektedir. Calismamiz;
literatiire bakildiginda OHA i pediatrik hastalarda hastaligin progresinde etkili
olabilecek GDF-15’in posttranskripsiyonel molekiiler regiilasyonunda etkili
olabilecek miRNA’larin ayrica GDF-15 ve Hepsidinin hem gen ekspresyonunun
hem de gen {irlinliniin birlikte ¢alisildig: ilgili mMiIRNA larin tanisal ve terapotik
amaclh kullanimimi hedefleyen arastirmalara onciiliikk edebilecek az sayida olan

klinik ¢calismalardan biridir.

Calismamizdaki Limitasyonlar

Calismamizda tespit ettigimiz OHA 1i hastalarda posttranskripsiyonel yolak
tizerinden GDF-15 gen ekspresyonunu upregiile eden ve hepsidin gen ekspresyonunu
downregiile eden miIRNA’lar; hem antihepsidin etkili GDF-15 in asir1 ekspresyonu ile
hepsidinin molekiiler regiilasyonun aydinlatilmasina katki saglayabilecek hem de diisiik
hepsidin ile iliskili demir birikiminin bir gostergesi olabilecek belirte¢ olabilme
potansiyelinde oldugu kanaatindeyiz. Ancak ¢alisma biitgesi nedeni ile kisitl hasta sayis1 ve
hedeflenen GDF-15-Hepsidin yolagi ile ilgili olabilecek ek molekiiler analizlerin
yapilamamasi ¢alismamizin kisitlhiliklarindandir.

Dolayisiyla ¢ocuklarda OHA li hastalarda miRNA diizeyleri ile hastaligin prognozu
arasinda kesin iligki kurulabilmesi amaciyla bu konuyla ilgili ¢oklu merkezlerde daha

kapsamli ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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