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OZET

Kronik graniilomatdz hastalik (KGH), fagositlerde bulunan nikotinamid adenin
diniikleotid fosfat (NADPH) oksidaz enziminin fonksiyon gorememesi ile karakterize
olanX’e bagl ya da otozomalresesifkalitsal gecis gOsteren primer immiin yetmezlik
hastaligidir. NADPH enzimi,gp917"%, p22"*, p67""*, p40’"** ve p47""** protein alt
birimlerinden olusur ve bu protein alt birimlerinin herhangi birinin eksikliginde
fagositler patojen mikroorganizmalar1 6ldiirme yetenegini kaybeder ve KGH meydana

gelir.

Calismada, ERU Tip Fakiiltesi immiinoloji Anabilim Dali immiin yetmezlik
laboratuvarinda KGH tanis1 almis 24KGH hastas: ile4l aile bireyi(saglikli ve
tasiyicilar) ve saghkli goniillii bireyden olusan 20 kontrol 6rnegi ile calisildi. Ayrica
daha 6nceden homozigot GT delesyonu (AGT) mutasyonu bulunan 15 KGH hastasi
pozitif kontrol olarak caliymaya dahil edildi. Biitiin 6rneklerde NCFI geni exon 2
bolgesinde psodogen/ gen (YNCF1/ NCF1) oram arastirildi. Bu amacla ilgili bolgedeki
AGTdurumu fragment analizi ile hesaplanarak kontrol edildi. Calismamizda, fragment
analizi kullanarak 24 KGH hastas1 (gp91, p22 ya da p67-phox protein eksikligi olan) ile
41 aile bireyinde ve 20 kontrol 6rneginde heterozigot AGT tastyiciligr arastirildi. gp91,
p22 ya da p67-phox protein eksikligi olan KGH hastalarinda %10 oraninda heterozigot
AGT tasiyiciligmin olabilecegi gosterildi. Kontrol grubunudaki saglikli bireylerin de
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calismaya dahil edilmesiyle heterozigot AGT tastyiciliginin, normal popiilasyonda %12
oldugu gosterildi.

Bu calisma, oOzellikle heterozigot AGT tastyiciigin toplumda yaygmnliginin
bilinmesine 151k tutmustur. Ayrica bu calisma ile KGH tanisal c¢alismalarinda,
heterozigot AGT tasiyiciliginin goz Oniinde bulundurulmasi gerektigi anlasildi. KGH
homozigot AGT bulunan hastalar ile heterozigot AGT tasiyicis1 olan bireylerin

ayriminda fragment analizinin ideal bir yontem olarak kullanilabildigi anlasild1.

Anahtar Kelimler: Kronik Graniilomatoz Hastalik, NCF I, Fragment Analizi.
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ABSTRACT

Chronic granulomatous disease (CGD) is a primary immune deficiency disease

with X- linked or aoutosomal resessive inherited characterized by the failure of
nicotinamide adenine dinucleotid phosphate (NADPH) oxidase enzyme in phagocytes.
NADPH oxidase consist of the gp917"**, p22 7" p67 7' p40 P, p47 P"** protein
supunits, and in the absence of any of these protein supunits, phagocytes lose the ability
to kill phatogenic microorganisms and CGD occurs.
In this study, 24 patients diagnosed with CGD and 41 family members (healty and
carries) and 20 healty volunteer individuals were studied in the Immune Deficiency
Laboratory in Erciyes University Faculty of Medicine Immunology Department. In
addition, 15 CGD patients who previously had homozygous GT deletion (AGT)
mutation included in the study as positive control.

In all samples pseudogene/gene (YNCF1/ NCF1) ratios investigated in the
NCF1 gene exon 2 region. For this purpose, the status of region was calculated and
controlled by fragment analysis. Using fragment analysis, heterozygous AGT carrying
was investigated in 24 CGD patients, (gp91, p22 or p67-phox protein deficent) 41
family members and 20 control samples. It has been shown that %10 heterozygous AGT
carrying may be present in CGD patients with gp91, p22 or p67-phox protein deficent.
The study also included healty individuals in the control group and showed that
heterozygous AGTcarrying %12 in the normal population.

In particular, this study shed light on the prevalence of heterozygous AGT
carrying in the society. In addition, this study showed that heterozygous AGT carrying

should be considered in diagnostic studies of CGD. It is understood that fragment
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analysis can be used as an ideal method to distinguish between patients with CGD

homozygous AGT and individuals with heterozygous AGT carries

Key Words: Chronic Granulomatous Disease, NCFI, Fragment Analysis



iX

ICINDEKILER

KRONIK GRANULOMATOZ HASTALIK
MOLEKULER TANISINDA
FRAGMENT ANALIZININ UYGULANMASI

BILIMSEL ETIGE UYGUNLUK ....ucuoveiinrnnnissnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssnss i
YONERGEYE UYGUNLUK ONAYT .....ucuoireeeruerernsnesesesssesessssesssesssessssssssssesssseseses ii
KABUL VE ONAY ...coiiiiinininnninnnenssnnsssissssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssaes iii
ONAY coeiriinienninnninnnennnsssissnesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssasssassss iii
TESEKKUR......couitneinciicninnsssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssns iv
OZET cuuooeinernciicsisssscssnsssssssssssssssasssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssssssssssssssssssssnssssssssns v
ABSTRACT .....ucovurrinrennrennensnnensnnsssssssnessssessas T oooorenosonsnssonenssonsnssonsnssonanss vii
L. GIRIS Ve AMAGC ..uueerererereeerenenenereseesssssssssssesssssesesssssssesesssssssssssesssssssssssssesssens 1
2. GENEL BILGILER .....uuetcetetrennsinssssssssssesssessssssssssssssssssssssssssssssssenss 3
2.1. Kronik Graniilomatdz Hastalik (KGH) .............ouviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieveevvvans 3
2.3. Fagositik Hiicreler ve Fagositoz MeKanizmasi..........ccceeeeviiiieiiniiieeeennnieeeenenee. 4
2.4. NADPH Oksidaz Enzim KompleKsi.......ccuveeirriiiiiiiiniiiiiiiniiicceieecceeeeee e 7
2.4.1. NADPH Oksidaz Enziminin Yapisl......ccccceeeerriuiieeinniieeeeniiieeenieeee e 9
2.4.2. NADPH Oksidaz Enziminin AKtIVaSYONU......c.ccuueeeeriiiieienniiieeeniieeeenee 16
2.4.3. NADPH Oksidaz Ailesi ve Diger Dokularda NADPH Oksidaz Enzimi...... 18

2.5. KGH Epidomiyelojisi ve Klinik YaKlagim.........cccooeoiiiiiniiiiiiniiiieiinieeceee 19
2.5. 1. KGH TaniST.ccceeeeiiiiiiiiiieee ettt e ettt e e e e e eiraeeeeee e 21
2.5.2. KGH Tanisinda Tastyicilik ve Liyonizasyon.........cccoccceeeerniieeiinniieeeennnee. 22
2.5.3. KGH Tan1t YONteMIEIT .....ceeeriuriiiiiiiiiieieniiieee et 23
2.5.3.5. Molekiiler Tan1 YONtemIET1 .........oouiinuiiiiiiiii e 28
2.5.3.6. Fragment ANalizi ..........oouiiuiiiiiiii i e 29

2.5.3.7. KGH Fragment Analizinde Mikrosatellitlerin Kullanilmasi..........................30

2.5.4 KGH TEAAVISI cevuvivnniiiieeiieee ettt ettt et e et e et e s eaeeeaaeseaneenas 32
3. GEREC Ve YONTEM.......ccceverrerererererenesesesessssssesesessssssssssssssssssesesessssssssssssssseseseses 35
3.1 ALEt VE CHINAZIAT «.cveeiieeeiee e ettt e e 35

3.2. Kit ve Kimyasal Maddeler............ccceeiriiiiiiiiiiicec e 36



3.2.1. DNA izolasyonu i¢in kullanilan kit ve kimyasallar ................cccooeieiennnnne 36
3.2.2. PCR isleminde mix hazirlamak i¢in kullanilan kit ve kimyasallar .............. 36
3.2.3. Jel Elektroforezi Isleminde Kullanilan Kimyasallar ...............c.ccccocvevevnnen... 36
3.2.4. ABI 3500 Genetik Otoanalizor i¢in kullanilan kit ve kimyasallar-............... 36
3.3. YONTEMLER ..ottt 37
3.3.1. DNA 1ZOIaSYONU ....eviiiiiiiieeiiiiiiieteee ettt e e e e e 37
3.3.2. PCR Islemi icin Mix Hazirlama...............ococveveueieeeveeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 38
3.3.3. NCF1 Ekzon 2 PCR Uygulamasi .........ccccuuiiiiieiieiiiiiiiiiiicieeeeeeiiiieeeee e 39
3.3.4. Jel Elektroforezi Uygulamasi.........ccccoovriiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiceeeeeeeiiieeeee e 39
3.3.5. ABI-3500 Genetik Analizorii ile Fragment Analizinin Uygulamasi............ 40
34 ISTATISTIK ..ottt 43
4. BULGULAR......cuuutiitiiinntecssnnecsssnscssseecssssessssstssssstssssstossssesssssssssssssssssssssssssssssssss 44
4.1. Uygulanan Testlerin OptimiZasyOnU.............cceeeeeeerniiuiiereeeeeeennniiiiieeeeeeeeesnnnnns 44
4.1.1. DNA Orneklerinin Izolasyonu ve Kimyasallar ile Ilgili Optimizasyon........ 44
4.1.2. PCR ve Elektroforez Analizlerinin OptimizaSyonu .............cccceeeeeernueeennee. 44
4.1.3. Fragment Analizi ile 11gili Optimizasyon ...............ccocveveveveeveevereeeereeneenn, 45

4.2. Fragment Analiz Sonuglarina Gore Calisma Gruplarinda Saglikli, Tasiyic1 ve
Hastalarda NCF1/ YNCF1 oranlarinin gOsterilmesi........cuvveviieeeeeernniiiiiieeeeeeeeenns 46
4.3. Kontrol Grubunda Fragment Analiz Sonuglari...............ccceeeiiiiiiiiiiiiiinninnnnn, 47
4.4. Tim Calisma Grubunda Fragment Analiz Sonuglari..........c.cccoeeviiiiiiiieiinnnnnnn. 47
4.4.1. KGH Hasta Gruplarinda Fragment Analiz Sonuglari.............cccccoeevinnnnnee. 51
4.4.2. Y NCF1/ NCF1 Gen Oranlarinin Cinsiyetlere Gore Dagilimi..................... 57
5. TARTISMA- SONUC ve ONERILER ..........cceveeererererererersssseresesesssssesesssssseseseses 61
6. KAYNAKLAR ....uuuiiitiiitiiinnticnsnticnsnnecssstecssstssssnsssstsssssessssssssssssesssssssssssssssssses 67
EKLER ....tiiinttincintiincinttencsinseesesssstescssssseesssssssssssssssssessssssssssssssssassssssssassssss 80



DHR
DNA
DCFH
FAD
FITC
G-CSF
GDP
GTP
HE
KGH
KG
LAD
MPO
NADPH
NBT
NGD
NCF1
NCF2
NCF4
NO
NOX2
PHOX
PCR
PMA
PXE
P47°- OR-KGH
ROS
X- KGH
AGT

xi

KISALTMALAR

:Dihidrorhodamin 1, 2, 3

: Deoksiribo niikleik asit

: DikloroflorosanDiasetat

: Flavinadenindiniikleotid

: Fluoresceinisothiocyanate

: GraniilositKoloniStimiilan Faktor

: Guanindifosfat

:Guanintrifosfat

:Hidroethidine

: Kronik graniilomatdzhastalik

: Kronik graniilomatoz

: Lokosit adezyon defekti

: Myeloperoksidaz

: Nikotinamidadenindiniikleotitfosfat

: Nitrobluetetrazolyum

: Yeni nesil dizileme

: Neutrophilcytosolicfactor 1, notrofilsitozolik faktor 1
: Neutrophilcytosolicfactor 2, nétrofilsitozolik faktor 2
: Neutrophilcytosolicfactor 4, notrofilsitozolik faktor 4
: Nitritoksit

: Notrofiloksidaz-2

: Fagosit oksidaz

: Polimeraz zincir reaksiyonu

: Phorbol 12-myristate 13-acetate

: Pseudoxanthomaelasticum

: p47”"* proteindefektibulunanotozomalkronikgraniilomatdzhastalik
: Reaktif oksijen triinleri

: X’ e bagl Kronik Graniilomatoz Hastalik

: GT delesyonu



Tablo 2.1.
Tablo 2.2.
Tablo 2.3.

Tablo 2.4.

Tablo 2.5.

Tablo 3.1:

Tablo 3.2.
Tablo 4.1.
Tablo 4.2.
Tablo 4.3.
Tablo 4.4.

Tablo 4.5.

Tablo 4.6.

Tablo 4.7.

Tablo 4.8.

Xii

TABLOLAR LISTESI
Sayfa No
Cesitli hastaliklarda goriilen psddogenler ve ozellikleri ........................ 15
NADPH oksidaz enzimini olusturan komponentlerin 6zellikleri........... 16

Kronik graniillomatozhastalikta patojen mikroorganizmalarin sebep
oldugu enfeksiyonlar.............c..ouviiiiiiiiiiiiiii e 20

Fragment boyutlarina gore kullanilan boyastandartlar1.................... 31
Boya standartin1 ve numunelerin Hi- Di Formamide ile optimizasyonu.31

NCF1 Geni Ekson 2 i¢in PCR Uygulamas: Sicaklik ve Dongii Sayilari39

NCFlgeni ekzon spesifik PCR islemi i¢in kullanilan primer dizileri....39
Tiim caligyma gruplarinda fragmentanaliz sonuclart............ccccceevveeeennns 48
KGH hastalarinda YNCFIfragment boyutlar1 varyans analiz sonuclar1.51
KGH hastalarinda NCF1 fragment boyutlar1 varyans analiz sonuglari... 51
NCF1 exon 2 AGT olmayan KGH (X- KGH) hasta ve aile bireylerinde
NCF1 exon 2 fragment analizi sonuglart...................cooco. 52
Pozitif kontrol grubunda NCF1 exon 2 homozigot AGT olan KGH (p470)

hastalar1 ve aile bireylerinde NCFI exon 2 fragment analiz sonuglari

............................................................................................................. H
ata! Yer isareti tammmlanmamus.

NCF1 exon 2 AGT olmayan KGH (p22°, p67°, p47°) hastalar: ve aile
bireylerinde NCF1 exon 2 fragment analiz sonuglart............ccoeecuuuneeeee. 53

Hasta gruplarinda YNCFI geni fragment boyutlarmnin istatistiksel analiz

sonuglari
............................................................................................................. H
ata! Yer isareti tammmlanmamus.

Hasta gruplarinda NCFIgeni fragment boyutlarinin istatistiksel analiz
sonuglari
............................................................................................................. H

ata! Yer isareti tammmlanmamus.



Tablo 4.9.

Tablo 4.10

Sekil 2.1.

Sekil 2.2.
Sekil 2.3.

Sekil 2.4.
Sekil 2.5.

Sekil 2.6.

Sekil 2.7.
Sekil 2.8.
Sekil 2.9.

Sekil 2.10.
Sekil 2. 11.
Sekil 2.12.
Sekil 2.13.

xiil

AGT bulunduran ve bulundurmayan KGH hasta, tasiyic1 ve saglikli

DIrEYIEIIN SAYISI. .. utintett it 58
. KGH hasta ve aile bireylerinde YNCF1/ NCFI gen oranlarinin say1 ve

yiizde olarak dagilimi. ..o, 59

SEKILLER LIiSTESI

Sayfa No

Fagosit hiicre zarinda bulunan patojenleri tanimaya yarayan fagositik
TESEPEOTIET ...ttt e e e ettt e e e e e sttt e e e e e e e e enaaes 5
Fagosit fagozomlarinda oksidatif patlama.............cccccceevniiiiiiiiiiiinnnnniiine. 6
Oksidatif patlama sonucu reaktif oksijen iiriinlerinin ve reaktif azot
tirtintiniin (NO2CI) OIUSUMU ... i
NAPDH Oksidaz enzim KompleKsi .........ccooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee, 9
NCF1 geni ve pseudogenlerinin kromozom 7q11.23 bolgesinde

JOKASYONU ...ttt e e e e e e e e 11
NCF1 ile NCFIB ve NCFIC psddogenlerini gosteren DNA sekansi.
A.NCF1 geni ile ayn1 olmayan NCFIB ve NCFIC dizileri kirmiz ile
gosterilmistir. B.NCFI geni ile karsilik gelen NCFIB ve NCFIC

sekanslar1 kirmizi ile gOSterilmiStir. «.......coovvivveeiiniiieeiiniieeeeeec e 11
NCF1 geni ve psodogenleri arasinda gerceklesen crossing-over olayi........ 12
Kromozomlara gore psodogen oranlart (IMb) .........ccoovviiiiiiiiiiiiininniiiiineee. 14
NADPH oksidaz Aktivasyonu; Inaktif NADPH enzimi (A), Aktif

NADPH enzimi (B) .....cooovviiiiiiiieeiiieeeeeciee et 17
NADPH oksidaz enzim ailesi .........cccueeeiniiiiiiiniiiieiiniiieeeeeeeeeeeieee e 19
KGH tanisinda izlenen yol haritast ..........oooooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee, 23

X’ e bagli KGH tanisinda DHR 123 testinde histogramlarin goriiniimii; ... 23
Notrofillerde normal NBT testi ( x1000). (A) PMA ile stimiile

edilmemis notrofiller. (B) PMA ile inkiibasyondan sonra stimiile olan
saglikli notrofiller; saglikli insanlarda stimiilasyon sonucu notrofillerin

%99 unda mavi-mor renk olusurken, KGH tanis1 tasiyan bireylerde bu



Xiv

rengin olusumu (NBT pozitif graniiller) ancak %1’ den az notrofillerde

GOTUIMEKLEAIL ...eeeiiiiiiiiiii e e 25
Sekil 2.14. Hasta ve saglikli bireylerde goriilen fragment analiz sonug¢larinin

GOTUNUIML ....vvteteeeee et e ettt e e e e e e e st eeeeeeeeenaaaes 28
Sekil 2.15. Farkli uzunlukta bulunan farkl sayilarda tekrarlayan STR’ler .................. 31
Sekil 3.1. ABI-3500 genetik gnalizor cihazi ve bilesenleri (Thermo Fisher, 2019) ... 45
Sekil 4.1. Fragment Analizinde fragment boyutlarinin birbirine oranina gore
belirlenen gen oranlarinin, saglikli, tasiyici ve hasta bireylerde gosterimi................... 46
Sekil 4.2. Calisma grubunda YNCFI geni fragment boyutlarinin dagilimi ................ 49
Sekil 4.3. Calisma grubunda NCFI geni fragment boyutlarinin dagilimai.................. 500
Sekil 4.4. YNCF1/ NCFIgen oranlarmin (mavi: 0 gen orani, siyah: 1:1 gen orani,

Sekil 4.5.

Sekil 4.6.

Sekil 4.7.

Sekil 4.8.

Sekil 4.9.

Sekil 4.10.

Sekil 4.11.

yesil: 2:1 gen orani, turuncu: 4:1 gen orani, mor: 5:1 gen orani, kirmmizi:
1:2 gen orani) ¢calisma gruplarma (0: Kontrol, 1: Saghkli, 2: Hasta, 3:
Tas1y1c1) gOre dagilimi.......cceeeiiiiiiiiiiiiiiiiieeieie e 500

AGT bulunduran (DelGT) ve AGT bulundurmayan KGH hasta ve aile
bireyleri (saglikli ve tasiyicilar) arasindaki 1ligki .......ooccveeeeiniiiiiinniinenns 57

KGH hasta ve aile bireyleri ile YNCF1/ NCF1 gen oranlar1 arasindaki
THSKIST et 57

Calisma grubunda bulunan erkek ve kadin bireylerin yiizdelik oranlari ..... 58

AGT bulunduran ve AGT bulundurmayan bireylerin cinsiyete gore

daGIIIMIATT ...evviiiiiiiie e 58
YNCF1/ NCF1 gen oranlariin cinsiyetlere gore dagilimi ...............ccc....... 59
Saglikl bireylerde ve KGH hastalarinda goriilebilen genotip sekilleri ....... 60

Calisma grubunda gen scan analizi sonucunda X-KGH (A ve E), p470-
OR- KGH (B,C ve D) ve p670-p220-OR-KGH (G) hasta ve

akrabalarinda bulunan gen oranlarinin ve genotiplerinin gosterimi ........... 60



1. GIRIS ve AMAC

Kronik graniilomat6z hastalik (KGH), fagositlerde bulunan nikotinamid adenin
diniikleotid fosfat (NADPH) oksidaz enziminin fonksiyon gdorememesi ile karakterize
olanX’e baglh ya da otozomalresesifkalitsal gecis gosteren primerimmiin yetmezlik
hastaligidir. (Koker ve ark., 2006). KGHtekrarlayan agir bakteriyel veya
fungalenfeksiyonlarinsebep oldugu hiper- inflamatuvar yanitlara neden olan bir
hastaliktir (Roos, HollandandKuijpers, 2014). Bu hastaliga sebep olan NADPH enzimi,
gp9IP" e p22Ph pd 7P P67 ve p40P"”proteinleri olmak iizere Sprotein alt
birimden meydana gelmektedir. Bu protein alt birimleri sirasiyla CYBB, CYBA, NCF1,
NCF2 ve NCF4genleriyle kodlanmaktadir. (Koker ve ark., 2007). gp9I”"*ve

phox

orhox proteini X’ e bagh

p2 proteinleri  membrana  baghdrr ve  gp9l
kalitilmaktadir.p22°"*, p47°"*. P67"" ve p40P"** proteinleri ise sitozolik alt birimlerdir
veotozomalresesif(OR)genlerle kalitilir. NADPH enzimini olusturan bu alt birimlerin
herhangi birinin eksikliginde fagositler mikroorganizmalar1 6ldiiremezler. Dolayisiyla
KGH tanis1 tagiyan bireylerde sinirli bir grup mikroorganizma ile olusan enfeksiyonlara
kars1 duyarhilikta artig gozlenir.

Diinyada KGH goriilme oram1 %70 X-KGH ve %30 otozomal resesif KGH
seklindedir. Ulkemizde ise akraba evliliklerinin %20 diizeyinde olmasi nedeniyle OR-
KGH daha sik goriilmektedir (%60 OR-KGH ve %40 X-KGH) (Koker, 2009). KGH
tanisinda, ilk etapta notrofil fonksiyonu (oksidatif patlama), DHR testi ile 6l¢iilerek tani
konulmaktadir (Roos, 2016). KGH oldugu fonksiyonel test ile kesinlesen bireylerde
hastaliga sebep olan mutasyonu belirlemek icin c¢esitli molekiiler yOntemler
uygulanmaktadir (Roos ve de Boer, 2014). Gelistirilen molekiiler tan1 yontemleri ile

KGH tanis1 konulmus bireylerin sahip oldugu mutasyon tipleri sanger dizileme yontemi

ya da NGS yontemi ile belirlenir.



Bu calismada, bazi KGH suptiplerinin molekiilertanisinda kullanilan
beraberinde, aile bireylerinde tasiyicilik durumunu gosterebilen fragment analiz
yonteminin uygulamaya konulmasi amaclanmistir. Bu yontem Sanger’s dizi analizinden
daha kolay ve ucuz yapilabilen bir uygulamadir. Bu vesile ile OR-KGH hastalarinin
yaklasik %50 sini olusturan p47-phox defekti (exon 2 GT delesyonu) olan grupta tanisal
islemlerin daha diisiik maliyetli ve hizli bir sekilde yapilmasi ama¢lanmaktadir. Ayrica

sonug¢larimiz toplumdaki heterozigot AGT tasiyiciliginin oranina 151k tutacaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kronik Graniilomatoz Hastalik

Kronik Graniilomatdz Hastalik, kiginin yagaminin ilk yillarinda ortaya ¢ikan, en
sik olarak solunum sistemi, dermatit ve gastrointestinal sistem komplikasyonlar1 ile
karakterize enfeksiyonlarin goriildiigii primerimmiin yetmezlik hastaligidir (Roos,
2016). Primer immiin yetmezlikler, dogumsal immiin yetmezlikler olarak da
tanimlanmaktadir. Bu gruptaki immiin sistem bozukluklarinda immiin sistem, kronik ya
da tekrarlayan bakteri, viriis ya da fungal enfeksiyonlara kars1 yeterli baskilayici yaniti

olusturamaz (Turul, 2003).

KGH, Avrupa’ da 1/250.000 oraninda insidansa sahip oldugu belirlenmisken bu
oran akraba evliligi ve etnik koken gibi faktorlere bagli olarak degismektedir
(Winkelstein, Marino, Johnston,ve ark., 2000). KGH’ ye sebep olan dogal immiin
sistemin ilk basamagmda yer alan ve fagosit olarak adlandirilan hiicrelerde bulunan
NADPH oksidaz enzimidir. Basta notrofil olmak iizere bu hiicrelerde patojen
mikroorganizmalar1 6ldiirmek i¢in kullanilan baslica ROS (Reaktif oksijen iiriinleri)
mekanizmasi, NADPH enziminde meydana gelen yapisal ya da fonksiyonel
bozuklukluktan dolay:1 caliymaz. Bu mekanizmada patojenleri yok etmek i¢in hidrojen
peroksit sentezlenmektedir. Fakat NADPH enziminin yeteri kadar ya da hig
calismamas1 hidrojen persoksit iiretimini engeller. Dolayisiyla 6zellikle katalaz pozitif
olan ve hidrojen peroksit iiretemeyen bakteri ve mantarlar 6nemli enfeksiyonlara yol
acabilirler (Heyworth ve ark., 2003). Dogal immiin yanitin dnemli bir basamaginda yer
alan notrofil, monosit ve makrofaj gibi hiicrelerde yasanacak herhangi bir fonksiyon
bozuklugu,  cocukluk caginda  ortaya c¢ikan  tekrarlayan  bakteri  ve
fungalenfeksiyonlarlakarakterizeprimer bir immiin yetmezlik tablosunu ortaya ¢ikarir

(Dinauer, 2016).



2.2. Kronik Graniilamatoz Hastalik Tarihcesi

KGH, ilk olarak 1952 yilinda B lenfosit eksikligi ile karakterize edilen
agammaglobulinemia ile iliskilendirilmis fakat tamimlanamamistir (Bruton, 1952). 1954
yilinda ge¢cmeyen veya tekrarlayan enfeksiyonlarin olusumuna baghh olarak
hipergammaglobulinemia ile iliskilendirilmistir (Janeway ve ark., 1954). Sonraki
yillarda hastaligin ciddiyeti daha net bir sekilde anlasilmis ve hastalik ‘’cocukluk cagi
oliimciil graniilomatoz hastaligi’’ adi ile anilmaya baglamistir. 1959 yillarindan sonra
gelisen tam1 ve tedavi yontemleriyle bu iirkiiten isim yerine *’Kronik Graniilomatioz
Hastalik’” tanimi kullamilmustir (Bridges, 1959). KGH tanimlandigy ilk yillarda yalnizca
X ‘e bagh oldugu diisiintilmiistiir. Fakat bu diisiince, 1968 yilinda kiz ¢ocuklarinda da
16kosit fonksiyon bozukluklarmin goriilmesine bagh olarak hastaligin kiz ¢ocuklarinda
da tespit edilmesi, KGH’ nin yalmizca X’e bagh degil otozomal olarak da gecis
gosterdiginin anlasilmasiyla yikilmistir (Azimi, 1968; Quie, 1968). Gegen 60 yildan bu
yana KGH tam ve tedavisinde son derece onemli yollar kat edilerek hastalik artik
Olimciil olmaktan ¢ikmis sag kalim orani yiiksek bir hastaliga doniismiistiir. Hastaligin
Olimciil boyutunun geride birakilmasinda, erken donemde saptanmasina ve tedavisine

yonelik yeni ve etkin yaklagimlar halen gelistirilmeye devam etmektedir (Segal, 2000).

2.3. Fagositik Hiicreler ve Fagositoz Mekanizmasi

Immiin sistemimizde patojen mikroorganizmalardan korunmamizi saglayan
fagositler olarak adlandirilan notrofil, monosit, makrofajlardanolusan hiicre grubu
bulunmaktadir. (Demaurex ve Nunes, 2016). Bu hiicreler arasinda dogal immiin
sistemde mikroorganizmalara karsi ilk defansi olusturan ve akut enfeksiyonlarda
sayilar1 artan hiicreler notrofillerdir. KGH, notrofillerde bulanan NADPH enzimindeki
eksikliklerden kaynaklanir (Arnold ve Heimall, 2017). Nétrofiller, dolasimdaki beyaz
kiireler olarak isimlendirilen, ¢aplar1 10-15 pm olan akut inflamasyonlarda olay yerine
ilk go¢ eden hiicrelerdir. Cekirdekleri 3-5 loblu oldugundan polimorfniiveli lokositler
olarak da bilinirler. Kemik iliginde miyoloidonciilhiicrelerden graniilosit stimiilan faktor
(G-CSF) etkisiyle gelisirler ve Omiirleri en fazla 8 saattir. Dolasimdaki notrofiller tiim
lokositlerin yaklasik %70 1 kadardir (Doan, 2014). Nétrofillerin de i¢inde bulundugu
fagosit denilen bu hiicreler bakteri, virlis, mantar, parazit gibi patojenleri, hiicre

yiizeyinde tasidiklar1 scavenger reseptor, mannozreseptor, Toll benzeri reseptor (TLR)



ve Mac-1 integrin gibi bazi reseptorler ile taniyarak patojenin hiicre i¢ine fagositozunu

saglarlar (Flannagan ve ark., 2012) (Sekil 2.1).
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Sekil 2. 1. Fagosit hiicre zarinda bulunan patojenleri taniyan reseptorler(Flannagan ve

ark., 2012).

Fagositler, bu reseptorleri sayesinde taniyip yakaladiklari patojenleri, hiicre
zarlarini hiicre i¢cine dogru cekerek olusturduklar: fagozom adi verilen bir kese i¢inde
hapsederler. Bu olay fagositoz olarak tanimlanir (Gordon, 2016). Fagositler, fagositoz
ile hiicre icine aldiklar1 patojenleri siiperoksit radikalleri araciligiyla oldiiriirler. Bu
radikaller NADPH oksidaz enziminin oksijeni siiperoksit iyonuna rediikteetmesiyle

ortaya cikar. Bu olay‘’oksidatif patlama’ olarak isimlendirilir (Suzuki ve ark., 2011)

(Sekil 2.2).
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Sekil 2. 2. Fagozomlarda NADPH oksidaz enzimi ve ROS (Suzuki ve ark., 2011:14).

Daha sonra siiperoksit iyonu dismutaz enzimi ile hidrojen peroksite doniistiiriiliir ve bu
olay, doku hasarin1 onlemek icin siiperoksit radikallerinin toksik etkilerinin uzun
stirmesine engel olur (Sekil 2.3).

ROS, iki sekilde biyosidal etki gostererek fagositler tarafindan iki mekanizma

ile kullanilir;

Myeloperoksidaz Bagimh Oldiirme Sistemi: Fagozom icinde olusan hidrojen peroksit
miktarlar1  patojeni Oldiirmek icin yeterli olmayabilir. Bdyle durumlarda
notrofillerinazurofilik graniillerinde ve kan monositlerinde bulunan Myeloperoksidaz
(MPO) enzimi ortamda CI iyonu varlhiginda hidrojen peroksitihipoklorézasite cevirir.
Bu madde bakteriler, mantarlar ve parazitler icin son derece toksik bir antimikrobiyal
etki gosterir. Hipokloroz asit daha sonra katalaz enziminin etkisiyle su ve oksijene
doniustiirilerek yikilir. Myeloperoksidaz enzimi iceren fagositler bu sistemi kullanarak
patojenleri etkisiz hale getirirler (Weiss, 1989) .

Myeloperoksidaz Bagimsiz Oldiirme Sistemi: Myeloperoksidaz enzimi bulunmayan
fagositlerin kullandigr mekanizmadir. Notrofiller, MPO enzimi igerirken aktif
makrofajlar icermezler. Bu hiicreler MPO enziminden bagimsiz olarak bakterisidal etki
mekanizmalar1 kullanirlar fakat oksijen varliginda bu reaksiyonlar gerceklesebilir. Bu
mekanizmada makrofajlar MPO enzimleri olmadan hidrojen peroksit iiretseler de agiga

cikan hidrojen peroksit yeterli miktarda olmaz. Bu sistemde oksijen varliginda hidrojen



peroksitin yaninda siiperoksit radikalleri ve hidroksil iyonlar1 da olusur. Bdoylece

makrofajlar da notrofiller gibi daha etkin fagositoz yapabilirler (Kavas, 1994).
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Sekil 2. 3. Oksidatif patlama sonucu reaktif oksijen iiriinlerinin (ROS) ve reaktif azot
tirtinlerinin (RNS) olusumu (Koker, 2006: 16).

2.4. NADPH Oksidaz Enzim Kompleksi

NADPH oksidaz enzimi, nétrofil, eozinofil ve mononiikleer fagositlerde
bulunan, oksijen varliginda NADPH’ dan siiperoksit (O,)” sentezini katalizleyen bir
enzimdir (Babior ve ark., 2002). NADPH oksidaz enzimi ilk olarak 1933 yilinda
denizkestanesi fagositlerinde (Baldridge ve Gerard, 1932), bundan 10 yil sonra ise
spermatositlerde tanimlanmistir (MacLeod, 1943). Fakat enzimin fagositlerdeki
oksidatif patlama reaksiyonlarindan sorumlu oldugu 1964 yilinda anlagilmistir (Rossi ve
Zatti, 1964). ROS reaksiyonlarinda NADPH oksidaz enziminin sorumlu oldugunun
bulunmasinin ardindan giiniimiize kadar bu konuda bir¢ok calisma yapilmis ve NADPH
oksidaz aktivasyonu ile fonksiyonu hakkinda bircok bilgiye ulagilmistir. NADPH
oksidazim aktivasyonunda bir¢ok birim gorevlidir; aktivasyon sirasinda hiicre icinde yer
alan proteaz, antimikrobiyal proteinler ve peroksidazlari iceren graniiller, plazma ya da
fagozom zar1 ile birlesir ve siiperoksit olusumunun ardindan dismutaz enzimiyle

patojenleri yok etmeye yarayan hidrojen peroksit (H>O,) meydana gelir (Horton ve ark.,



1996). NADPH oksidaz enzimi hem plazma membraninda hem de sitozolde olmak
tizere gp9I™™*(fagosit oksidazi, NOX2), p22'"™ pd7°"* p67"™ ve p40’™* olarak
bilinen 5 protein alt biriminden olusur. Enzimi olusturan protein alt birimleri sirasiyla
CYBB, CYBA, NCFI1, NCF2, NCF4 genleri tarafindan kodlanir.

Bu proteinler disinda Rac2 geni ile kodlanan GTP- baglanma proteini de
yapiya katilan ve aktivasyonu baslatan bir proteindir (Koker ve ark., 2007). Dinlenme
durumundaki bir fagositte bu komponentler birbirinden ayr1 olarak bulunur. NADH
oksidaz  enziminin  plazma membranma  gomiili  komponenti,  gp9I’"**
(phagocyticoxidase, NOX2) ve p22”"* protein alt birimlerinden olusan yap1
flavositokrombssg olarak adlandirilir (Vignais ve CMLS, 2002). Bu iki membran
proteini yaninda G- protein RaplA olarak tanimlanan kiiciik bir protein daha
bulunmaktadir (Sheppard ve ark., 2005). Enzim aktivasyonu flavositokromu olusturan
gp9lve p22 protein alt birimlerinin birlesmesiyle baslar. Bu birlesmeyi takiben
sitozolde yer alan bilesenlerin (p47, p67, p40) sitokromb ile birlikte olusturduklari
komplekse Rac2 (GTP- baglanma proteini) proteinin baglanmasi enzimin aktivitesini
arttir ve aktivasyon tamamlanir (El-Benna ve ark., 2005). Sitozolik alt birimlerin
yaninda Cdc42 ve p67 proteini ile iliskisi oldugu diisiiniilen p29 (peroksiredoksin)
proteinleri de sitozolde yer alan NADPH oksidaz ile iligkili oldugu diisiiniilen protein
birimleridir (Leavey ve ark., 2002).

NADPH oksidaz enziminin aktivasyonu i¢in enzimi olusturan tiim protein alt
birimleri mutlaka islevsel olmasi gerekmektedir. Alt iiniteleri olusturan bu bes
proteininin herhangi birinin eksikliginde fagositler etkin fagositoz yapamamakta
dolayisiyla bu durum KGH olusumuna sebep olmaktadir. KGH tanist konmusg
hastalarda yapilan ¢alismalar sonucunda hastalik etkeni olarak en sik p47,p67,gp91,p22
ve Rac2 proteinlerinin defektleri goriilmektedir (Koker, 2010). Bunlarin disinda kalan,
sitozolikp40 proteini eksikligine yol acan mutasyonlara gecmiste rastlanmazken
gilinlimiizde yapilan calismalar, p40 proteini eksikliginde NADPH oksidaz aktivitesinin
diistiigiinii hatta graniilomatozcolitis hastahi@i gibi bazi hastaliklara neden oldugunu
gostermektedir (Matute ve ark., 2009a).

NADPH oksidaz enzimi, dinlenme halindeki hiicrede pasif halde iken,
bakteriler gibi biyolojik uyaranlarla ya da phorbolmyristateacetate (PMA) ve N-formyl-
methionyl-leucyl-phenylalanine (fMLF) gibi kimyasal maddelerle uyarildiginda

NADPH enziminin aktivasyonu baslamaktadir. Bu aktivasyon flavinadenindiniikleotid



(FAD) bagimli bir elektron tasima sistemi yolagini baslatir (Knaus, 2019). Bu yolakta,
NADPH oksidaz, ROS sentezinin 6nciil molekiilii olan siiperoksit anyonunun (O, ~)
tiretilmesi i¢cin gereken bir elektronu, sitozolik NADPH molekiiliinden O,’ e transfer

etmekle gorevlidir (Raad ve ark., 2019).

NADPH OKSIDAZ

a) Membran gp91 ve p22 phox
b) Sitoplazmik p47, p67, p40 phox

H202 === HOCI

HOC| =— H,0,

NADPH NADP™ + H*

Sekil 2. 4. NAPDH Oksidaz enzim kompleksi (Gardiner ve ark., 2013:4)

2.4.1. NADPH Oksidaz Enziminin Yapisi

NADPH oksidaz enzimini olusturan bes alt birim, genel olarak
transmembrankomponentler ve sitozolikkomponentler olmak iizere 1ki gruptan

olusmaktadir (Tablo 2.2.) (Sekil 2.4).
2.4.1.1. NADPH Oksidaz Membran Proteini Flavositokrombssg

gp91”"**(NOX2): Flavositokromyssskomponentinin B alt iinitesi olan gp9”*** diger
adiyla NOX2 proteini 570 aminoasitten olusan bir glikoproteindir. Bu protein, X
kromozomu iizerinde Xp21.1 bolgesinde bulunan ve 13 ekzondan olusan CYBB geni
tarafindan kodlanmaktadir. gp9/ proteininin N- terminal ucunda ii¢ adet N-

linkedglikozillenmis bolge iceren bes tane hidrofobik domain yer almaktadir. Ayrica
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sitozolik bolgesinde p47 ile iliski ve hem grubu iceren C-terminal bdlgesi
bulunmaktadir. Gp9Iproteini, sabitlenmis Rac2 ve p67 tarafindan diizenlenen elektron
transferinde H kanallarinda yiikk dengesinin korunmasmda ve FAD molekiiliiniin

indirgenmesinde gorev almaktadir (Sheppard ve ark., 2005).

p22°°%; Flavositokrombsss komponentinin o alt birimini olusturan bir diger membran

proteini p22P"

proteinidir. 127 kDa agirliginda olan bu protein 16. kromozom iizerinde
16924 bolgesinde yer almakta ve 6 ekzondan meydana gelen CYBA geni tarafindan
kodlanmaktadir. Diger membran proteini olan gp91 (NOX2) ile yakindan iliskilidir; p22
protein defekti olan KGH hastalarinda NOX2 saptanamaz. Ayrica siRNA aracili
baskilayici regiilasyonda NOX2 ilebirlikte NOX1, NOX3 ve NOX4 proteinlerinin
fonksiyonlarinda da azalma goriilmektedir. p22 proteini, NOX proteinlerini baglayarak
stabilizasyonunu saglamak ve organizator diger proteinleri baglamakla gorevlidir

(Bedard ve Krause, 2007).

2.4.1.2. NADPH OksidazSitozolik Proteinleri

p67°"*: 526 aminoasit zincirinden olusan NADPH oksidaz enziminin sitoplazmada yer
alan protein alt birimidir. 1925 kromozom bolgesinde bulunan p67”"**proteini NCF2
(Notrofilsitozolik faktér 2) geni tarafindan kodlanmaktadir (O’Neill et al., 2015).
p67°"°* proteinin N- terminal blgesi 4 baglanmasi bolgesi, C- terminal bolgesi ise bir
baglanma bolgesi icermektedir. N-terminal bolgeleri tekrarlayan tetratrikopeptit
dizilerinden olugmaktadir. N-terminal uctaki baglanma bolgeleri fosforilasyon ve
translokasyonun ardindan gp91”"** proteine baglanan, pralinden zengin 2 adet SH3
baglar1 ile p47'"* proteinine ve Rac2 proteine baglanan kisimlari icermektedir

(Sheppard ve ark., 2005).

Ayrica son zamanlarda p67 ile iliskilendirilen fosfolipaz ve peroksidaz aktivitesine
sahip p29 redoksiperoksin adi verilen ve oksidaz iliskili bir protein saptanmustir.
Rekombinantsitozolik proteinlerle (p47, p67, Racl) yapilan deneylerde p29 proteinin

oksidaz aktivitesini arttirdig1 goriilmiistiir (Leavey ve ark., 2002).

p47°"*: 390 aminoasitten olusan p47 proteini, 7. kromozomun iizerinde 7ql11.23
bolgesinde yer alan ve 11 ekzondan olusan 204 baz c¢ifti uzunlugunda NCFI geni
tarafindan kodlanmaktadir (Sekil 2.5). p47 proteini, NADPH oksidaz enziminin
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aktivatOr proteini olarak islev gormektedir (Hayrapetyan ve ark., 2013a). P47 proteini
bilinen 4 farkli domain icermektedir; bunlar, N-terminal ugta phox homolog baglanma
bolgesi, SH3 baglarin iceren internal baglanma bdlgesi, otoinhibitor baglanma bolgesi
ve pralince zengin C-terminal bolgesini kapsamaktadir (Sheppard ve ark., 2005). KG
hastalarinin %25 inde NCF1 genindeki mutasyonlar sonucu yasanan p47 protein
eksikligi goriilmektedir. NCFI geninde en sik rastlanan mutasyonlar 2. ekzonda
meydana gelen cerceve kaymasi GT delesyon (AGT) (3 veya daha az bazin degisimi ile
meydana gelen kayma sonucu olusur) (c.75_76delGT) mutasyonudur. Bu mutasyonun
sebebi, NCF1 geniyle %98 oraninda homolog olan 2 adet psddogen (YNCFIA ve
YNCF1B) ve NCFI geni arasinda gerceklesen crossing-over (parca degisimi) olayidir
(De Boer ve ark., 2015) (Sekil 2.7).

STR1 WNCF1A STR3 NCF1 WNCF1B
g =
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NCF1 exon2 | _lexon3l Texonal — TexonSs — Texon6l  [exon7] ==
SNPs c.579G>A
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Sekil 2. 5. NCFI geni ve psodogenlerinin kromozom 7q11.23 bolgesinde lokasyonu

(De Boer ve ark., 2015: 55)

a 10 kb { hg3s
74.775.000} 74,780,000 74,785,000| 74,790,000
Your Sequence from Blat Search

NCF1

NCF1C

NCF1B

NCF1
b L E -+ H i 1 1 1=
‘/Exon 2
: [>>>>>>>555>555

v Y M ¥
NCF1 CCCCAGGTGTACATGTTC

NCF1C CCCCAGGT - -ACATGTTC
NCF1B CCCCAGGT - -ACATGTTC
AGT

Sekil 2. 6. NCF1 ile NCFIB ve NCF1Cpsodogenlerini gosteren DNA sekansi. A. NCF1
geni ile ayn1 olmayan NCFIB ve NCFIC dizileri kirmiz ile gosterilmistir. B.NCF1 geni
ile karsilik gelen NCFIB ve NCFIC sekanslar1 kirmiz1 ile gosterilmistir(Zhoa ve ark.,
2017:49).
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ALLEL 2

ALLEL2

ALLEL 1

ALLEL 2

ALLEL1

ALLEL 2

E

Sekil 2.7. NCFI geni ve psodogenleri arasinda gerceklesen crossing-over olayi

(Hayrapetyan ve ark., 2013b).

NCF1 psodogenlerinden birinin yonii NCFI ile aym1 yonde iken digerinin
yerlesimi ters yondedir (Sekil 2.5). NCFI geninin 2. ekzonunun baslangic bolgesi bir
cift GTGT baz cifti icerirken psddogenlerinde bu baz ciftlerinden bir tanesi
bulunmamaktadir (AGT). Dolayisiyla psddogeneler normal genden 2 baz cifti az baz
icerdiginden 204 baz cifti uzunlugundadirlar (Chanock ve ark., 2000). NCFI'in ekson 2
icindeki GTGT dizisi, bu geni bir AGT iceren NCFIB ve NCFIC'den ayiran iyi
karakterize edilmis bir varyanttir. Bununla birlikte, karsilikli crossing over GTGT
iceren NCFIB ve NCFIC ve AGT iceren NCFI'in varligina neden olur (Zhao ve ark.,
2017)

Psodogenlerin varligi, NCFI geninde meydana gelen mutasyonlarin tespit
edilmesini zorlagtirmasina ragmen AGT disinda olusan mutasyonlart tanimlamayi

basaran calismalar yapilmistir (Roos ve ark.,2006). 2. ekzonda saptanan mutasyonlarin
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disinda KGH hastalarinin bir grubunda ekzon 7 de meydana gelen mutasyonlar ¢.579G>
A (p.Trpl193Ter) p4Tproteinsentezinin erken sonlanmasina neden olmaktadir
(Al-Zadjali ve ark., 2015). P47 proteininde bulunan mutasyonlar, NADPH oksidaz
enzim aktivasyonunu tamamen bloke etmemekte kismi bir aktivasyon yasanmakta ve
stiperoksit tiretimi devam etmektedir. Bu sebepten hastaligin prognozu iyi seyretmekte,

tanisi ise ancak ilerleyen yaslarda konulabilmektedir (Dekker ve ark.,2001).

2.4.1.3. Psodogenler ve Hastahklarla fliskisi

Insan genomunda ¢esitli tekrarlayan diziler oldugu gibi kodlanmayan baz1 gen
bolgeleri bulunmaktadir. Bu gen bolgelerinden bazilar1 fonksiyonel bir protein iiretme
kabiliyetini kaybetmis, orjinal genin homologu durumunda olan zayif bir gen bolgesidir.
Bugenler psodogen olarak adlandirilmaktadir (Pink ve ark., 2011). Psdédogen terimi ilk
defa 1977 yilinda Jacq ve arkadaslarinin, Xenopuslaevis 'te aktif bir gen olan 5S RNA’
y1 kodlayan ve aktif geni ile homolog olan gen i¢in kullanilmistir (Jacq ve ark., 1977).

Psddogenler genler protein kodlayamadiklar: icin genomda “’¢opliik genler’™
olarak anilmaktadir. Fakat bu genlerin bazilarinin aktif olup hiicrede enerji i¢in ya da
diger protein kodlayan genleri diizenlemek icin kullanildiklar1 diistiniilmektedir
(Balakirev ve Ayala, 2003). Psodogenler azimsanmayacak miktarda genomda
bulunmaktadir; bu oranin 10.000 ile 20.000 kadar olduklar1 tahmin edilmektedir (Zhang
ve ark., 2004). Insanlar kadar tek hiicrelilerde say1siz olmasa da bakteriler, insektalar,
bitkiler ve nematodlar gibi diger bazi canlilarda da psddogenlerin varligindan soz
edilmektedir (Lawrence ve ark., 2001). Psodogenlerinanalizilerini yapmak ebeveyn
genleriyle yiiksek oranda benzerliklerinden dolay1 ¢ok karmasik ve zor olmaktadir
(Harper ve ark., 2003). Bir calisgmada insan genomunda 1.6 milyon gen bdlgesinde
yapilan tarama sonucu 19.724 gen bolgesinin tekrarlayan homolog psddogenler oldugu
saptanmistir. Bunlarin arasinda en fazla psodogen tasiyan kromozomun 19. kromozom,
en az pseddogen tastyan kromozomun ise Y kromozomu oldugu tespit edilmistir (Sekil
2.8) (Torrents ve ark., 2003). Genomik DNA’ nin disinda mitokondriyal DNA da
(mtDNA) ise 296 adet psddogen saptanmustir (Gaziev ve Shaikhaev, 2010).
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Sekil 2. 8. Kromozomlara gore psddogen oranlar1 (Mb) (Torrents ve ark., 2003: 13)

Psodogenlerin, uzun kodlamayan RNA’laringenomik fonksiyonlarimin
diizenlenmesinde kritik bir rol iistlendigi son arastirmalarla gosterilmistir (Mattick ve
Makunin, 2006). Psddogenlerin ortaya ¢ikisinda bazi mekanizmalar rol oynamaktadir;
bunlar arasinda protein kodlayan genin transkripsiyonu ya da translasyonunu engelleyen
spontan mutasyonlar 6rnek verilebilir (Zhang ve ark., 2010)Ayrica psddogenler rastgele
meydana gelen crossing-overlar olaylariyla diizensiz ¢ogalmaktadirlar (Sekil 2.7)
(Mighell ve ark., 2000). Bu diizensiz ¢ogalmalar esnasinda promotor ve gen regiile edici
bolgelerini kaybetmeleri, ¢erceve kaymasi ya da erken stop kodonuna rastlama gibi
mutasyonlardan dolay1 protein kodlama yeteneklerini kaybederler. Ancak karakteristik
intron- ekson yapilarin1 koruma egilimindedirler. Buna karsilik bir mRNA transkripti
ters transkripsiyona tabi tutuldugunda ve yeni bir lokasyonda genomla birlestirildiginde
intron icermeyen retrotranspoze edilmis veya “islenmis’’ psodogenler (PP’ler)
tiretilmektedir. Bu genler kodlanmis genlerin sadece %10 ‘undan iretilmektedir.
Psddogenlerin bir bagka ortak 6zelligi ise her iki u¢larinda polyA tekrarlar1 icermeleridir

(D'Errico ve ark., 2004).



15

Psodogenler, kesfedildiklerinden bugiine kadar arastirma konusu olmus ve bu
arastirmalar sonucunda otoimmiin hastaliklar da dahil olmak tizere bir¢cok hastalikta bir
etmen olduklar1 goriilmiistiir. Psodogenlerde yasanan mutasyonlarm, Kronik
graniilomatoz hastaligin da i¢inde oldugu, B hiicre eksikligi, Pseudoxanthoma elasticum
(PXE), otozomal dominant katarakt, Konjenital adrenal hiperplazi, Noral tiip defekti,
Tip 2 Gaucher hastaligi, Hunter Sendromu, Otozomal dominant polikistik bobrek
hastaligi, Shwachman-Bodian-Diamond Sendromu, Tip 3 VonWillebrand hastali1 gibi
cesitli hastaliklarin sebebi oldugu saptanmistir (Tablo 2.1) (Bischof ve ark., 2006). Bu
hastaliklarin disinda Sistemik LupusEritematosus, RomatoidArtrit, DiabetesMellitus

gibi otoimmun hastaliklarda psodogenlerin etkileri goriilmektedir (Hur ve ark., 2019).

Tablo 2. 1.Cesitli hastaliklarda goriilen psodogenler ve 6zellikleri

Uzunluk Gene
Psodogeni Benzerlik (baz Uzakhk
Hastahk olan Gen | Kromozom (%) say1sl) (baz sayisi)

Kronik Graniilomatz
Hastalik NCF1 7 99 1399 369k
B Hiicre Eksikligi IGLLI 22 96 576 1.8M
Pseudoxanthomaelasticum
(PXE) ABCC6 16 99 1198 2.3M
Otozomaldominant katarakt CRYBB2 22 95 525 224k
Konjenital adrenal hiperplazi | CYP21A2 6 99 2006 29k
Noral tiip defekti FOLRI1 11 93 714 30k
Tip 2 Gaucher hastalig1 GBA 1 97 2273 7k
Hunter Sendromu IDS X 99 237 20k
Otozomaldominantpolikistik 6385-
bobrek hastaligi PKDI 16 98 10155 5-10k
Shwachman-Bodian-
Diamond Sendromu SBDS 7 97 1578 5.8M
Tip 3 VonWillebrand
hastalig1 VWF 12,22 98 2874 -
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p40°°*: 339 aminoasitten meydana gelen p40 proteini, 40 kDa agirhigindadir. 22.
kromozom {iizerinde 22q12.3 bolgesinde yer alan 10 ekzondan meydana gelen NCF4
geni tarafindan kodlanmaktadir (Sheppard ve ark., 2005). P47 proteini, internal SH3
domaini, N-terminal PX domaini ve p67 ile iliskili C- terminal PC motifi olmak {izere 3
domainden olusmaktadir (Zhan ve ark., 1996). p47”** proteini, NADPH oksidaz enzim
aktivitesinin regiilasyonunu saglamaktadir. Fagositoz sirasinda
membranfosfolipidfosfatidilinositol 3-fosfatin  diizenlenmesi ve ardindan p40P"*
proteinin PX bolgesine yiiksek afinite ile baglanmasi NADPH oksidaz aktivitesini
arttirmaktadir (Nunes ve ark.,2013). KGH sebepleri arasmda p40”"* eksikligine yol
acan mutasyonlarmn orani yalnizca %5 kadardir. KGH’ ta, p40”"”* mutasyonuna ilk kez
2009 yilinda colitis tanis1 konulmus geng bir erkek ¢ocugunda rastlanmistir (Matute ve
ark.,2009b). Daha sonraki ¢alismalarda 8 iilkeden toplanan 6rneklerde 8 farkli biallelik
NCF4 mutasyonu saptanmistir (Van De Geer ve ark., 2018).

Tablo 2. 2. NADPH oksidazenziminiolusturan komponentlerindzellikleri

gp91ph0x p22ph0x p 67ph0x p 47ph0x p 40ph0x
Kromozom 21 16 1 7 22
Lokasyonu Xp21.1 16q24 1g25 7q11.23 22q12.3
Aminoasit 570 195 526 390 339
Kodlandigi1 Gen CYBB CYBA NCF?2 NCF1 NCF4
Molekiil Agirhg: 91 22 67 47 40
Hiicresel Yerlesim | Membran | Membran Sitozol Sitozol Sitozol
KGH goriilme
sikhigi 9065-70 %5 95 %20 <%5
Ekzon sayis1 13 6 16 11 10
Baz uzunlugu 30 kb 8.5 kb 40 kb 15.3 kb 18 kb

2.4.2. NADPH Oksidaz Enziminin Aktivasyonu

NADPH oksidaz enzim aktivasyonu multi sinyalizasyon ve senkronizasyon
gerektiren kompleks bir olaydir. Uyarilmis bir fagositte NADPH oksidaz enziminin
aktif hale gecmesini engelleyen RablA, P40, PR39 gibi baskilayict proteinler
bulunmaktadir. Bu proteinler asir1 aktivasyonu onleyecek sekilde enzimin ¢aligmasini
regiile eder (Condino-Neto ve ark., 1998). Fagosit hiicresi, hiicre zarinda bulunan

patojen taniyan reseptorler (PRR) ve CXCLI and LTB; gibi kemokin reseptorleri
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aracili@iyla aldigr sinyaller ile uyarilmakta ve bu sinyal NADPH oksidazin
aktivasyonunu baglatmaktadir. Normalde dinlenme halinde olan bir fagositte NADPH
oksidazimmembraninda bulunan NOX2 (gp91) ve p22 iiniteleri ile sitozolik birimleri
birbirinden ayri olarak bulunmaktadir. Fakat sinyal iletiminden sonra baslayan
aktivasyonla Rac2 proteinine bagli GDP fosforile olarak GTP’ ye doniisiir. GTP’ nin
baglh oldugu Rac2 iinitesi, aktivasyonu takiben NOX2 proteinine SH3 baglariyla
baglanirken es zamanli olarak sitozolik iinite olan p47ise fosforilasyona ugrar. p47’
ninfosforilasyonu sonucu p47 proteini, konformasyonu degisen p22 proteinine baglanir.
Aktivasyon siirecinde sitozolde yer alan p67 ve p40alt initeleri birbirlerine SH3
baglariyla baglanmis sekilde membrana dogru hareket ederek membranda bulunan
flavositokrom kompleksinin hidrofilik bdlgesine baglanarak aktif NADPH oksidaz

enzimini olusturur (Sekil 2.9).

Sekil 2. 9: NADPH oksidazaktivasyonu; inaktif NADPH enzimi (A), aktif NADPH
enzimi (B) (Roos ve ark., 2003:5).

Aktive olmus NADPH oksidaz enzimi elektronlar1 sitoplazmik NADPH
tizerinden FAD ve iki hem grubu iceren redoks merkezi araciliiyla ekstraseliilar alanda
bulunan molekiiler oksijene tasiyarak siiperoksit radikallerinin (O,") olugsmasini saglar.
Olusan siiperoksit radikalleri fagozom icinde once hidrojen peroksite (H»O,), daha
toksik olarak hidroksil radikallerine ve singlet oksijene cevrilmektedir.  Ayrica

fagozomda bulunan myeloperoksidaz enzimi klor varhiginda hidrojen peroksiti
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kullanarak diren¢li mikroorganizmalara karsi son derece toksik olan hidroklordzasiti
meydana getirmektedir. Myeloperoksidaz enzimi sayesinde notrofiller en direncli
patojenleri 6ldiirme yetenegi kazanirlar. Aktivasyon sonunda katalaz enzimi ile hidrojen
peroksit su ve oksijene parcalanarak yikilir. Tiim bu reaksiyonlarin gerceklestigi sirada
ortamin pH’ 1 ilk anlarda hizli bir artigla 8’e yiikselir ve sonraki anlarda NADPH
oksidaz enziminin sitozoldenfagozoma proton transfer etmesiyle ortamin pH’ 1 7° ye

inerek i¢ denge saglanmaktadir.

2.4.3. NADPH OksidazAilesi ve Diger Dokularda NADPH OksidazEnzimi

NADPH Oksidaz enzimi daha cok fagositlerle birlikte anilsa da viicutta farkli
doku ve organlarda da bulunmaktadir. Buralarda hiicresel sinyal iletimi, apoptoz,
migrasyon, hiicre gelisimini ve gen ekspresyonunun diizenlenmesi gibi cesitli
fonksiyonlara sahiptir. NOX, gp91 alt birimi (NOX?2) ile homolog NOX1, NOX3, NOX5,
DUOXI ve DUOX2 olmak iizere toplam 6 adet katalitik isoformdan olusmaktadir
(Sekil 2.10). Bu isoformlarin hepsinde 2 adet demir baglayan histidin kalintilarini igceren
2 bolgesi ve bir de siiperoksit iiretimini kolaylastirmak i¢in hiicre i¢inde C-terminal
kisminda NADPH baglayic1 bolge bulunmaktadir. Isoformlarin hepsinde baglanma
bolgeleri homolog iken, lokalizasyon, diizenleme ve fonksiyonel agidan isoformlar
arasinda farkliliklar go6zlenmektedir. Ornegin NOXI isoformu, kolonda, damar
yiizeyinde, kas hiicrelerinde ve mide de bulunmaktadir (Sumimoto, 2008). NOXI
isoformunun NOX2 deki p47ve p67 alt iiniteleri ile homolog alt birimleri
bulunmaktadir. P47 ile homolog NOX1 alt birimi NOXOI, p67 ile homolog olan alt
birimi ise NOXAI proteinleridir (Banfi ve ark., 2003). Mikroglia dahil fagositik
hiicrelerin yan1 sira NOX2, endotelyal hiicrelerde, kardiomiyositlerde ve noronlarda da
bulunmaktadir. NOX3, temel olarak bobrek ve karacigerin fetal dokularinda
bulunmaktadir. NOX4, bobrekler, kardiyovaskiilerendotelyal hiicreler, keratinositler,
fiboblastlar ve noronlar gibi ve diger bir¢ok hiicrede varligir gosterilmistir (Vallet ve
ark., 2005). NOX4, aktivitesini modiile edebilmelerine ragmen aktivasyon i¢in sitozolik
alt birimlere ihtiya¢c duymaz. Ayn1 zamanda siiperoksit anyon asit iiriin yerine hidrojen
peroksit iiretir. NOX4 homologunun ayrica adipositlerde insiilin cevabinin olugsmasinda
gorevli oldugu dolayisiyla obeztide rol oynadigir goriilmiistiir (Porras ve ark., 2003).

Dalak ve lenf diigiimlerinin lenfositlerinde ve testislerde bulunan NOXS5, calismas: icin
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p22°"°a ihtiyac duymaz ve kalsiyuma bagli bir aktivasyon mekanizmasmna sahiptir
(Sumimoto, 2008). NOX5 ayrica karaciger, akciger, timus, prostat ve bobrek gibi
organlarda da bulunmaktadir. DUOXI ve DUOX2 isoformlari, tiroidepitelyal
hiicrelerinde bulunur ve burada Ca* bagh aktivasyonu ile H,O, iiretmekle gorevlidirler
(Bjorkman ve Ekholm, 1984). DUOX]I, tiroit epitelyum hiicrelerinden baska solunum
yollar1 epitellerinde ve prostatta lokalizedir (Forteza ve ark.,2005). DUOXZ2isorformu
ise prostat ve solunum yollarina ilaveten rektal mukoza, duedenum ve kolonda da

bulunmaktadir (El Hassani ve ark., 2005).

DUOX1/2

Ca2+

Sekil 2. 10: NADPH oksidaz enzim ailesi (Bedard ve Krause, 2007:257)

2.5. KGH Epidomiyelojisi ve Klinik Yaklasim

KGH, 200.000-250.000 canli dogumda 1 goriilen bir hastalik olmakla birlikte bu
rakam etnik ve kiiltiirel kokene gore degismektedir. Ornegin iran ve Fas’ ta bu oran
daha fazla olup hastaligin insidansi her 100.000 canli dogumda 1.5 oranindadir (Mortaz
ve ark., 2019). isveg’ de 1/450.000, Amerika’da 1/200.000, Israil Yahudilerinde
1/218.000, Israil Araplarinda ise 1/111.000 canl dogumda rastlanmaktadir (Filiz ve
ark.,2013). Ulkemizde ise goriilme siklig1 akraba evliliklerine bagl olarak degismekte
ve bu sebepten hastaligm otozomal resesif formu yaygin olarak goriilmektedir (Koker

ve ark., 2013).

KGH, farkli genotip ve fenotipe sahip heterojen bir 6zellige sahip oldugundan
hastaligin klinik bulgular1 ve prognozu ¢ok cesitlilik gostermektedir. KGH ortak 6zelligi
bebeklik ya da cocukluk caginda ya da erken erigkin evrede tekrarlayan bakteriyel ve
fungal enfeksiyonlardir (Song ve ark., 2011). KGH tanisinda en sik karsilasilan klinik
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bulgular, basta enfeksiyonlar, enflamasyonlar, graniilomatdz hastaliklar yer almaktadir
(Holland and immunology, 2010). Bakteriyel enfeksiyonlarin nedeni olarak ortaya ¢ikan
olgulardan en sik bildirilenler karaciger apsesi, siniizit, pndmoni, osteomiyelit, kemik,
akciger, lenf nodu ve cilt enfeksiyonlaridir (Tablo 2.3). Bu enfeksiyonlarin sorumlusu
olarak en sik karsilasilan bakteri Staphylococcusaureus (S. aureus), Salmonella,
BacilleCalmette-Guerin (BCG) ve Mycobacteriumtuberculosis gibi  bakteriler
gosterilirken, KGH’ de goriilen fungal enfeksiyon etmeni olarak Aspergillus tiirleri ve
en basta Aspergillusnidulans mantar tiirline rastlanmistir (Winkelsteinve ark., 2000;
Metan ve ark., 2017). KGH’ de bakteriyel enfeksiyonlar, lokositoz ve ates gibi
bulgularla semptomatik seyrederken fungal enfeksiyonlar belirgin semptomlar vermeyip

asemptomatik olarak ilerleyen evrelerde ortaya ¢cikmaktadir (Dorman ve ark., 2002).

Tablo 2. 3. KGH’ da patojen mikroorganizmalarin sebep oldugu enfeksiyonlar

Enfeksiyon Etmeni Enfeksiyon Bolgesi Enfeksiyon Tiirii
Karaciger/ Dalak
S. aureus Abseler/ Granulomlar Abseleri
S. aureus
Staphylococcusepidermidis
Aspergillusspp. . .
S. marcescens B Cio]];elli Htﬁh%b%
Candidaspp. Deri/ Subkutandz dokular | =28 DOKu ltihabr,
; P Dermatit,
Nocardiabrasiliensis .
; - PerianalAbse
Klebsiellapneumoniae
Proteusmirabilis
E. coli
S. aureus
Aspergillusfumigatus Kemik Osteomiyelit

S. marcescens
Gram-negativespp.
Salmonellaspp.
Klebsiellaspp.
E. coli Bakteriyel ya da
- Kan )
Pseudomonasaeruginosa fungalSepsis
Burkholderiacepacia
Aspergillusspp.
Candidaspp.

Candidaspp.
Nocardiaspp.

Beyin Menenjit
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Bakteriyel ve fungal enfeksiyonlar disinda KGH’ da rastlanan diger bulgular
graniilom ve enflamasyon olusumudur (Tablo 2.3). Bunun sebebi KGH ‘li hastalarda
anti-enflamatuar aracilarda azalmanin yanmda proenflamatuar aracilarin da artig1 soz
konusudur. Bu durum KGH ile birlikte otoimmiin hastaliklarin ve enflamasyona baglh

komplikasyonlarin goriilme sikligim arttirmaktadir (De Ravin ve ark., 2008).

KGH’de karsilagilan graniilomlar daha ¢ok karaciger, dalak, beyin, akciger,
genitoiiriner sistemde goriinmekle birlikte gastrointestinal sistemde karmn agrisi, kolit,
fistiil gibi durumlara yol agmaktadir. Ozellikle X’ bagh formda %43, otozomal formda
ise %11 oranlarinda bulunan enflamatuar bagirsak hastaligina rastlanmistir (Marciano
ve ark., 2004)Tim bu enfeksiyonlarin disinda KGH, c¢ocuklarda biiyiime ve gelisim
geriligine neden olmaktadir (Gutte ve ark.,2011).

2.5.1. KGH Tams1

KGH tanisinda 6zellikle klinik olarak tekrarlayan ve ciddi enfeksiyon oykiisii
olan ya da ailesinde KGH tanis1 konmus olan olgular dikkatle incelenmeli ve nétrofil
fonksiyon testleriyle saglamasi yapimaldir. Ozellikle iyilesmeyen yaralar,
hepatosplenomegali, ve ishal gibi sikayetleri olan bireyler atlanmamalidir. Tipik bir
laboratuar bulgusuna sahip olmayan KGH, kisilerde tekrarlayan enfeksiyonlara bagli
gelisen hipergammaglobulinemi, kronik anemi, artmis eritrosit sedimentasyon hizi

(ESR) ve CRP diizeylerinde artisa sebep olabilmektedir (Wintergest, 2008).

KGH hastalarina, postnatal donem ve eriskin donemde tan1 konulabildigi gibi
prenatal donemde de kordosentez ile alinan fetal kan numunesinden gerek klasik
yontemlerle gerekse daha ileri tani i¢in molekiiler yontemlerle tan1 koymak miimkiin
olmaktadir. KGH, bulgular1 diger bazi hastaliklarla oOrtiisebildiginden kesin tani
koymada zorluklar yasanmaktadir, keza KGH ayirict tanisinda kistikfibroz, hiperIgE
sendromu, glukoz 6-fosfat dehidrogenaz eksikligi ve Crohn hastalig1 gibi hastaliklar géz

oniinde bulundurulmalidir (Roos, 2007).

Prenatal Tami: KGH tanisini prenatal evrede de yapmak miimkiindiir. Trimester
donemde kordosentez ile alinan kan Orneklerine notrofillerinoksidatif fonksiyonlari
DHR 123 yontemi ile analiz edilir(De Boer ve ark., 2002). Ayrica genetik bir yatkinlik

diisiiniilityorsa  gebeligin 6.  haftasinda  koryonikvillus  biyopsisi  alinarak
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DNAsekanslama yontemi ile genetik bir mutasyon varligi arastirilarak molekiiler tani

fetal donemde konulabilir( Koker ve ark., 2009).

Ayirier Tani: Fagosit fonksiyon bozukluguna bagh hastaliklar KGH ile karistirilabilir.
Bunlardan bazilar1 myeloperoksidaz enzim eksikligi, lokosit adezyon eksikligi,
Chediak-Higashihastaligive IFN-gamma reseptoriinii  eksikligini sayabiliriz. Bu
durumda diger nétrofil fonksiyon bozukluklarmi KGH’ den ayirmada kullanilan ayirici
tant yontemleri NBT, DHR 123 ve akim sitometri testleri kullanilmalidir (Yu ve ark.,
2018). KGH tanisinda izlenecek yol haritasmi asagidaki sekilde gosterilmistir (Sekil
2.11).

DHR sonucu
KGH ile

. uyumlu | KizKGH
hastasi
e
& v
Annede iki pikli . i
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Sekil 2.11. KGH tanisinin akis semas1 (Kulkarni ve ark., 2018:4)

2.5.2. KGH Tanisinda Tasiyicihk

KGH’ nin X’ e baglh formunda rastlanan tasiyict kadinlarda, X kromozomunun birinde

goriilen inaktivasyon sonucu periferik kan yaymalarinda iki farkli notrofil grubu
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gozlenmektedir. Bu durum kadmnlarda bulunan iki X kromozomundan birinin
embriyonik yasamin 16. giiniinde blastokist evresinde inaktif duruma ge¢cmesinden
kaynaklamaktadir. Bu durum ilk kez 2002 yilinda Mary Frances Lyon tarafindan
kesfedilmistir ve giiniimiizde Lyon hipotezi olarak adlandirilmaktadir (Lyon, 1963).
Lyon hipotezine gore, kadinlardaki her iki X kromozomundan bir tanesi embriyonik
donemde inaktive olmaktadir. Bu olaya ’liyonizasyon’’ denilmektedir. Inaktif olan X
kromozomu mitoz ile bir sonraki somatik hiicrelere aynen ge¢mektedir. Bu yilizden
kadinlardaki hiicreler yar1 yariya maternal ve paternal olmak {izere mozaik bir yapiya
sahiptir. Inaktivasyon islemi DNA metilasyonuyla olmaktadir. Akim sitometri
analizlerinde DHR 123 testinde histogramda sagda bulunan tepe saglam X tasiyan,
solda y eksenine yakin bulunan tepe ise defektif X kromozomu tasiyan nétrofilleri

gostermektedir (Sekil 2.12) (Koker, 2006).
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Sekil 2. 12. X’ e bagli KGH tanisinda DHR 123 testinde histogramlarin goriiniimii;

A) Saglikli birey B) Hasta birey C) Tasiyic1 birey (Koker, 2006:63)

2.5.3. KGH Tam Yontemleri

KGH tanisinda hastahigin ortaya cikisindan giiniimiize kadar cesitli tam
yontemleri gelistirilmis ve uygulanmistir. Bu yontemlerle klasik tanm1 yontemlerin
yaninda molekiiler yontemlerin de gelismesiyle KGH tanisin1 koymak daha kolay ve
kesin bir sekilde yapilmaktadir.
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2.5.3.1. NBT (NitroblueTetrazolium)Testi

NBT testi, KGH ayric1 tanisinda ilk basamakta kullanilan in vitro bir testtir. Ilk
olarak 1967 yilinda Baehner ve Nathan’in gelistirdikleri bu yontem, semikantitatif bir
yontem olup oksijen radikallerinin varliginda nitroblue boyasi ve tetrazolium tuzlari
indirgenmesi ve formazan denilen mavi renkte indirgenmis bir madde olugmasi
prensibine dayanmaktadir. Saridan maviye doniis saglikli ve yeterli kadar oksijen
radikallerini {iiretebilen notrofillerin varhigini gosterirken rengin saridan maviye
donmemesi ise notrofillerin ROS iiriinlerini iiretemediklerinin bir gostergesi olarak
kabul edilmekte ve tanida kullanilmaktadir (Sekil 2.13) (Baehner ve Nathan, 1967).
Uyarilmis notrofillerde NBT degerinin %0-10 arasinda bulunmasi genellikle KGH
belirtisi olarak kabul edilmektedir (Kuhns, 2019).

NBT testinde notrofilleri uyarmak icin PMA (phorbolmiristat asetat)
kullanilmaktadir. PMA, ilk olarak Lewinsky ve arkadaslar1 tarafindan 1983 yilinda
yaptiklar1 bir ¢alismada nétrofilleri uyarmak amaciyla gelistirdikleri Croton yagi aktif
maddesidir (Levinsky ve ark.,, 1983). PMA ¢ok giiclii bir uyaricidir ve ayn1 zamanda
hiicrelerin daha iy1 boyanmasin1 saglamaktadir. Bu yontemde EDTA’l1 kan 6rnegi (100
mikrolitre) NBT ile inkiibe edilerek oksijen radikali ile indirgenme sonucu olusan
formazan kristalleri igeren notrofillerin ylizdesi mikroskopta sayilarak hesaplanmaktadir
(Gennery, 2017). KGH tasiyicilarinda mikroskop altinda, formazan birikimi gosteren
uyarilmis notrofiller ve NBT rediiksiyonunu gostermeyen uyarilmis nétrofiller olmak
tizere iki farkl notrofil popiilasyonu gozlemlenmektedir (Gennery, 2017). Ayrica NBT
testinde mitokondrilerden kaynakl siiperoksit hasar gérmiis notrofiller icin yanlis bir
pozitif sonu¢ nedeni olabilmektedir (Roesler, 2008). NBT testi her ne kadar KGH
tanisinda ayrict yontem olarak kullanilsa da X’e bagli tasiyicilarin tantmlanmasi ya da
iki farkli notrofil popiilasyonun mikroskop altinda ayiriminin tam olarak yapilamamasi
gibi faktorlerden dolay giiniimiizde bu testle birlikte klasik tan1 yontemleri i¢inde akim

sitometrik yontemler kullanilmaya baslanmistir (Emmendorffer ve ark.,1994).
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Sekil 2.13. Notrofillerde normal NBT testi ( x1000). (A) PMA ile

uyarilmamugnotrofiller. (B) PMA ile inkiibasyondan sonra uyarilan saghikli notrofiller;
saglikli insanlarda uyarim sonucu nétrofillerin %99 unda mavi-mor renk olusurken,
KGH tanis1 tasiyan bireylerde bu rengin olusumu (NBT pozitif graniiller) ancak %1’
den az notrofillerde goriilmektedir (Kuhns, 2019:562).

2.5.3.2. DHR (Dihidrorhodamin) 123 Akim Sitometri Yontemi

DHR 123 yontemi, PMA ile uyarilmis ya da uyarilamamis notrofillerin
ayiriminda floresan bir boya olan Dihidrorhodamin 123(DHR) kullanilarak 488 nm
dalga boyunda hiicrelerin stimiilasyon analizi yapilmaktadir. DHR 123, fagositlerde
mitokondriye yerlesir ve PMA ile muameleden sonra uyarilan fagositlerde ortaya cikan
siiperoksit radikallerinde indirgenerek rhodamin 123 haline gelir. Bu islemden sonra
yapilan akim sitometrik analiz sonucunda, histogramda fagositlerde saga kayma

gozlenir (Jirapongsananuruk ve ark., 2003).

DHR 123 yontemi, yalnizca KGH tanisin1 koymada degil ayn1 zamanda alt
gruplandirma isleminde de kullanmilmaktadir. Ozellikle KGH icin otozomal ve X linked
ayriminda kolaylik saglamaktadir (E1 Hawary ve ark.,2016).

2.5.3.3. Ozgiin Antikorlar ile Akim Sitometrik Analiz Yontemi

NADPH oksidaz enzimini olusturan alt birimlerin nétrofil sitoplazmasinda ve
hiicre yiizeyindeki ekspresyonlarimi 6lcmek icin bu komponentlere 6zgiin antikorlar

kullanilarak indirektfloresans yontemi ile akim sitometrik olarak gostermek miimkiin
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olmaktadir. NADPH oksidaz enzim komponentlerindenflavositokrombsss gp91 proteini
icin 7D5, p22 proteini icin 449 monoklonal antikoru (MoAb) kullanilmaktadir.
Sitozolikkomponentler i¢in ise tavsan ya da fare kaynakli unkonjugepoliklonal
antikorlar primer olarak kullanilmaktadir. Primer antikorlarla inkiibasyondan sonra
konjugesekonderantikor olarak dnce FITC (floresan- izotiosiyonat) ve anti-rabbitlg ya
da anti- Mouse Ig antikorlariyla isaretlenerek akim sitometride goriintiilenmektedir ve

bu yontemde hiicrelerin ekstra stimiile edilmesine gerek yoktur (Crockard ve ark.,1997).
2.5.3.4. Western Blot Yontemi

Western blot teknigi, poliakrilamid jel kullamilarak proteinlerin elektrik
akimmin etkisiyle seliiloz bir membrandan gecerek ultraviyole i1sik altinda jelde
goriintiilenmesi esasina dayanmaktadir (Mahmood ve Yang, 2012). Western blotlama,
mikrobiyolojik caligmalardan, immiinolojik arastirmalara varan cesitli alanlarda
kullanilan protein analiz metotlarindan biridir. KGH tanisi icinde NADPH oksidaz
enzimini olusturan protein alt birimlerinin ayriminda ve analizinde kullanilmaktadir

(Ben-Farhat ve ark., 2016).

2.5.3.5. Molekiiler Tan1 Yontemleri

2.5.3.5.1. DNA Dizi Analizleri

PCR yontemi kullanarak cogaltilmis ilgili DNA bolgelerinin niikleotid
diizeyinde analizi esasma dayanan DNA dizi analizi yontemi sayesinde bireyin genetik
yapist ve genlerin Ozellikleri ile var olan mutasyonlarin saptanmasi daha kolay ve hizli
bir hale gelmistir (Heather ve Chain, 2016). 1965 yilinda bir yil siiren bir caliyma
sonunda 75 niikleotidlik bir tRNA molekiiliinii dizilemeyi basaran Robert Holley ile
baslayan ve 70’den sonra ise hizla gelismeye devam eden DNA dizileme yonteminde,
iki temel teknik uygulanmaktadir. Bu yontemler; Maxam ve Gilbert’ in kimyasal
degrasyona dayanan yontemi ile Sanger’ in enzimatikdideoksi yontemidir (Kchouk ve
ark., 2017, Holley ve ark., 1965). Bu iki yontemde, dizileme (sekans) analizinden 6nce
ekzon spesifik DNA’nin hazirlanmasi i¢cin lineer PCR ile DNA’nin cogaltilmasi ve
sonrasinda poliakrilamid jel elektroforezinin uygulanmasi gerekmektedir (Ladouceur

ve ark.,2012).

Maxam- Gilbert Yontemi: Maxam ve Gilbert tarafindan gelistirilen bu yontem, DNA’

da bulunan bazlarin bazi kimyasallar kullanarak degistirilip bulundugu lokasyonda
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DNA zincirini kirmasi temeline dayanir. Niikleotid dizisi saptanacak olan DNA
oncelikle 5° ucundan P** ya da floresan bir boya ile isaretlenir. Cesitli kimyasallarda
DNA 4 es parcaya ayrilarak A, T, G, C bazlar1 ortaya c¢ikarilir. Piirin bazlar1 glikozit
baglar1 dimetil siilfat ile primidin bazlarinin glikozit baglar1 ise hidrazin adi verilen
kimyasal maddeler kullanilarak pargalanir. Piperidin denilen kimyasal maddenin
fosfodiester baglarinin par¢alanmasi i¢in kullanilmasindan sonra hedef niikleotidlerden
kirilmig gittikce kisalan DNA parcalar1 ortaya cikmaktadir. Son olarak bu DNA
parcalar1 jel elektroforezi kullanilarak birbirinden ayrilmakta ve otoradyografi
kullanilarak ayrilan bu pargalarin goriintillenmesi yapilmaktadir (Maxam ve Gilbert,

1977).

Sanger’s Dizileme Yontemi: Fred Sanger tarafindan gelistirlen bu yontem halen
giiniimiizde de kullanilan enzimatik bir yontemdir. Bu yontemde, dizisi arastirilan DNA
ipligi, yeni sentezlenecek olan DNA ipligi icin bir kalip gorevi gormektedir. Asimetrik
olarak ¢ogalan tek iplikli DNA, DNA polimeraz ve ddNTP ve biri s*, p¥ ya da p*
atomlariyla radyoaktif olarak ya da primerle ile isaretlenen dNTP’ ler ile dizileme
reaksiyonu gerceklestirilir. DNA polimeraz etkiyle 3’ ucunda hidroksil i¢cermeyen
deoksiribozlarin her bir niikleotidi (ddTTP, ddCTP, ddGTP, ddATP) terminator gorevi
tistlenerek zincire katilir ve son olarak ddATP’ nin katilmasiyla zincir uzamasi sonlanir.
Meydana gelen iiriinlerin ayristirilmas1 i¢cin  poliakrilamid jel elektroforezi

uygulanmaktdir (Sanger ve ark., 1977).

Fred Sanger ile Maxam ve Gilbert dizileme alaninda yaptiklar1 caligmalarla
genetik bilimine ve dolayl olarak diger bilimsel alanlara sagladiklar1 katkilardan otiirti

1960 yilinda Nobel Kimya 6diiliinii almaya hak kazanmislardir.

2.5.3.6. Fragment Analizi

Bu analiz yontemi DNA belirli bir niikleotid pargasini belirlemek ya da DNA
dizisi uzunlugunda herhangi bir degisikligin olup olmadigim saptamak i¢in uygulanan
bir DNA sekans yontemidir. Termal cycler lizerinde polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
kullanilarak etiketlenmis fragmentlerin amplifiye edilmesi esasma dayanir. Kilcal
elektroforez kullanilarak fragmentler boyutlarina gore ayrilir. Fragment analizinde, tiim
DNA dizilimi analiz edilmeksizin, belirte¢ olarak daha kiiciik niikleotid dizileri

kullanilarak, gendeki mutasyonlarla birlikte gene ait bir allelin varligint ya da
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yoklugunu saptayabilmek miimkiin olmaktadir. Genetik belirte¢ gorevi goren yapilar
mikrosatelitler ya da RFLP’lerden olusan genin yakiminda veya allelin herhangi bir
yerinde bulunan polimorfik dizilerden olugsmaktadir (Wrona ve ark., 2019). Fragment
analizinde ilk olarak, KGH tanisi olan hastalardan elde edilen DNA oOrnekleri alinarak
spesifik polimorfik bolgeler floresan boyalar kullanilarak PCR ile cogaltilir ve
piiriifikasyon  gerekmeksizin  fragment analizi icin bu PCR amplikonlar:
kullanilmaktadir. Floresan isaretli bir primer ile amplikonlar1 birlestirilerek ¢ogalan
fragmentler, cihazdaki kapiller elektroforezde yiiriitillerek  analiz  islemi
tamamlanmaktadir. Fragment analizinde floresan boya olarak en cok ROX, FAM, HEX,
ve NED boyalar1 kullanilmaktadir. Bir 6rnekte birden fazla farkli renkli floresan boya
tespit edilebilir. Boya renklerinden biri, her numunede bulunan etiketli bir boyut
standard: i¢in kullanilir. Boyut standardi, ornek iriin piklerinin taban ¢ifti boyutlarini
tahmin etmek i¢cin kullamilir Analiz sonunda elde edilen veriler standartlarla

karsilastirilarak boyutlandirilmaktadir (Sekil 2.14) (Thermo Fisher, 2019).

SBAAAAAAGAGTOOTAAN
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Sekil 2. 14. Hasta ve saglikli bireylerde goriilen fragment analiz sonuglarinin goriiniimii

(Thermo Fisher, 2019: 108).

Lokasyonu bilinen bir genin dizilimi bilinmiyor ise direkt olarak dizilim
kargilastirmasi miinkiin olmamaktadir. Gendeki mutasyonlar, markir olarak kullanilan
mikrosatelitlerin gen lokusuna yakin olmasi durumunda saptanabilmektedir ve bu igslem
tim DNA dizi analizinden ¢ok daha hizli ve kolay bir metot olarak uygulanmaktadir.

Fragment analizi, KGH molekiiler tanisinda ¢alismamizda kullandigimiz gibi tek bir
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mutasyonun arandigi  durumlarda, dizi diizenleme c¢alismalarinda, kanser
arastirmalarinda, yeni bir genom arastirilmasinda, botanikle ilgili ¢aligmalarda, daha

bir¢ok alanda yaygin olarak kullanilan molekiiler bir yontemdir (ThermoFisher, 2019).

Fragment Analizinde Boyut Standartinin Belirlenmesi ve Optimizasyonu

Fragment analizinde sonucu ortaya cikan fragment boyutlari olusturulan
standarta gore belirlenir. Bilinmeyen her numune elektroforezden ©nce boyut

standardiyla islevi yerine getirir;

1. Her oOrnek i¢in bir boyut egrisi olusturulur. Standart piklerinin boyutlar1 (bp
cinsinden) bilindigi i¢in, numune piklerinin boyutlari, elektroforez sirasinda gecis
hizlarinin standart pik boyutlariyla nispi karsilastirmasiyla belirlenir. Standart pik
boyutlarmin esit araligi, numune fragmentlerinin boyutlandirma araligi boyunca hassas

bir boyutlandirma saglar.

2. Optimum performans icin, standart boyuttaki piklerin sinyal yogunlugu, numune

piklerinin sinyal yogunlugundan daha diisiik veya buna esit olmalidir.

Bilinmeyen oOrnek fragmentlerinden daha kiiciik ve daha biiyiik fragmentleri olan ve
primerleri etiketlemek i¢in kullanilan boyalarla uyumlu bir boya ile bir boyut standard:

yapilmalidir (Tablo 2.4).

Tablo 2.4. Fragment boyutlarina gore kullanilan boya standartlar:

LIZ Boyasi ile Yapilan Boyut Standarti ROX Boyast ile Yapilan Boyut Standarti
ff:‘rll?: > 6S120 GS500 GS600 6S1200 GS350 | GS400HD | GS500 6S1000
uzunlugu Liz®t Liz®* LIZ® LIz®s ROX™ ROX™ ROX™$ ROX™

<120 bp v/ - - - v/ - - -
<400 bp - / v/ - v/ v/ v/ -
<500 bp - v/ v/ - - - v/ v/
<600 bp - - / - - - - -
<1000 bp - - - - - - - v/
<1200 bp - - - v/ - - - -
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Boya standartlar1 olusturulduktan sonra numune ve boyut standart1 Hi-Di formamide

eklenmesiyle optimize edilmelidir (Tablo 2.5).

Tablo 2.5. Boyut standartinin ve numunelerin Hi- Di Formamide ile optimizasyonu

sumoars | gmmpue | S
Numune 05 pL 0.5 pL
Boyut Standart: 0.5 pL 0.5 pL
Hi-Di™ Formamide 9.0 uL 11.0pL

2.5.3.7. KGH Fragment Analizinde MikrosatellitMarkirlarimin Kullanim

Kisa tekrarlanan diziler (STR) olarak da adlandirilan mikrosatellitmarkirlari,
tekrarlanan bir niikleotid sekansi iceren polimorfik DNA lokuslaridir. Genom boyunca
nispeten esit araliklarla yerlestirilmislerdir ve genellikle fiziksel olarak genlerin
yakiminda veya i¢inde bulunmaktadirlar. Mikrosatellit olmayan lokuslara gore degisken
fakat goreceli olarak yliksek mutasyon gostermektedirler. Alelleri belirli popiilasyonlara
0zgii olabilir. Her bir tekrar biriminin uzunlugu 2 ila 7 niikleotid olabilir ve aleller tekrar
sayisina gore degismektedir. Tekrar birimi basina niikleotidlerin sayisi, bir
mikrosatellitlokusu  i¢indeki tekrarlarin c¢ogu icin aynidir (Ellegren, 2004).
Mikrosatellitler ayn1 zamanda basit dizi tekrarlar1 (SSR), degisken say1 dizi tekrarlari
(VNTRs) olarak da adlandirilmaktadir. Mikrosatellit analizi, forward ve reversprimerler
kullanilarak floresan etiketli fragmentlerin ayrilmasi ve fragmentlerin nispi boyutunun
belirlenmesi prensibine dayanmaktadir. ROX500 floresan boyasi ile etiketlenmis
forward ve reversprimerler DNA sablonunda kendi tamamlayici zinciri ile hibritlesir ve
ilgili bolgeyi cevrelerler. Bir mikrosatellitlokusunda tekrar iinitelerin sayisi farkli
olabilir, bunun sebebi her lokustakiallellerin farkli uzunlukta olmasidir. Yapilan PCR
isleminde ilgili DNA bdlgeninin yakinindaki primerler kullanildiginda dintikleotid
tekrarmin uzunluguna bagh olarak farkl uzunluklarda PCR fragmentleri iiretilmektedir.
Dolayisiyla farkli tekrarlar, farkli uzunluklarda fragmentleri ortaya c¢ikarmaktadir
(Thermo Fisher, 2019) (Sekil 2.15).
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Fragment Analizinin Uygulandig1 Alanlar

Kisa niikleotid tekrarlar1 olarak bilinen mikosatellitmarkirlar: tekrarlanan bir
niikleotit sekansindan olusan polimorfik DNA lokuslaridir. Tipik bir mikrosatellit
analizinde, mikrosatellitlokuslar1 floresan etiketli ileri primerler ve etiketlenmemis ters
primerler kullanilarak PCR ile ¢ogaltilir. PCR amplikonlarielektroforez kullanilarak
boyuta gore ayrilir. Uygulamalar sunlar icerir (Thermo Fisher, 2019):

1. Genomda baglant1 kurma
2. Hayvan, bitki ve insanda genomik tipleme
3. Patojen subtipleme
4. Genetik cesitlilik
5. Heterozigotluk kayb1 (LOH)
6. Basit dizi tekrarlar1 (ISSR)
7. Multilokus varyant analizi (MLV A)
8. Hastaliklarda mutasyon tarama
9. Genotiplendirme
B
A C
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Sekil 2.15. Farkli uzunlukta bulunan farkli sayilarda tekrarlayan STR’ler
(Thermo Fisher, 2019:108).

2.5.3.8. NGS (Yeni Nesil Sekanslama) Yontemi

2004 yilinda insan genom projenin tamamlanmasiyla postgenomik caligmalar
hiz kazanmig ve bu alanda giin gectikce yeni yaklasimlar ortaya cikarilmistir.

Popiilasyonlar arasindaki varyasyonlarin belirlenmesinde, kisiye 0Ozgii tedavi
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yontemlerinin gelistirilmesinde ve hastaliklardan sorumlu mutasyonlarin niikleotid
diizeyinde belirlenmesinde son 30 yildir altin standart olarak kullanilan Sanger’s
dizileme yOntemi, giinlimiizde ‘’yeni nesil dizilme yonteminin (Next Generation
Sequencing)’’ gelistirilmesine olanak saglamistir. Yeni nesil dizileme (NGS) yontemi
2005 yilindan itibaren kullanilmakta olup 2007 yilinda Nature Method tarafindan yilin
yontemi olarak se¢ilmistir (Topaloglu ve ark., 2016).

KGH tanisinda molekiiler yontem olarak iki strateji izlenmektedir. Bunlardan
ilki Sanger’s dizileme yoOntemi ikincisi ise NGS yontemidir. Sanger’s dizileme
arastirilan mutasyonun bulundugu ilgili gen dizisi bilindiginde tercih edilmelidir. Gen
dizisi bilinmediginde bu yontem zaman alan ve maliyeti yiiksek bir metod haline
gelmektedir (Mousallem ve ark., 2015). KGH tanisinda, NGS yonteminin kullanimi,
hem uzman teknik personel gerektirdiginden hem de X’e bagl formda tasiyict annelerin
mozaik bir durum gostermesi, gen kopyalari, ekzon ya da gen kayiplari, intronik
varyasyonlarda ve NCFI geninin iki adet psodogen icermesi gibi bazi1 6zel durumlarda
daha karmasik bir yontem haline geldiginden bdyle durumlarda tercih edilmemektedir

(Richardson ve ark., 2018).

2.5.4. KGH Tedavisi

KGH, ortaya c¢iktig1 1950’li yillardan bu yana uygulanan klasik yontemlerin
yaninda gelistirilen modern yontemler ile oliimciil bir hastalik olmaktan ¢ikmis tedavi
edilebilir ve sag kalim oram yiiksek bir hastalik formuna doniigmiistiir (Segal ve ark.,
2000). KGH tedavisinde ilk amag¢ enfeksiyonlarin dnlenmesidir. Bunun i¢in patojenden
kacinmak, asilama ve parenteral antibiyotikler ile enfeksiyonlarin Oniine ge¢mek

miimkiin olmaktadir.

Ilac Tedavisii KGH’da, en onemli husus yasam boyu antibiyotik ve
antifungalproflaksidir. ~ Retrospektif c¢alismalar  co-trimoxazolun uzun vadede
kullanilmasmi desteklerken itraconazolun ise rutinde kullanilmasinin bir sakincasi
olmayacagl bazi calismalarla ortaya konmustur (Gallin ve ark., 2003). X-KGH
hastalarinin kii¢iik bir grubunun interferon gamma uyarimina cevap verdigi yapilan
caligmalarda goriilmiis ve yalnizca secilmis bir grup KGH hastasinda, interferon
proflaksisi uygulanmistir (Condino-Neto ve Newburger, 2000). Fakat fungal

enfeksiyonlarin basinda gelen Aspergilloz i¢in klinik olarak efektif bir ila¢ s6z konusu
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olmasa da fungal enfeksiyonlar tizerinde etkili yeni ilaglar gelistirilmektedir (Martire ve
ark., 2008). Antifungal ilaclar ve antibiyotiklerin yani sira KGH tedavisinde etkin
olarak kullamilan IFN-gamma tedavisidir. IFN-gamma kullanimi ile siiperoksit
radikallerinin sentezini arttirilarak KGH hastalarmin ¢ogunun tedavisinde efektif

sonuclar elde edilmistir (Ezekowitz ve ark., 1987).

Cerrahi Tedavi: Antibiyotik tedavisinin yaninda bazi vakalarda cerrahi girisimler ile
enfeksiyonlar giderilmeye calisilmaktadir. KGH’ da cerrahi uygulamalar genel olarak
absenin drenaji, karacigerde ya da akcigerde bulunan fokal enfeksiyonun eksizyonu ve

tikanmalarin giderilmesi ile gerceklestirilmektedir (Lublin ve ark., 2002).

Hematopoetik Kok Hiicre Transplantasyonu: KGH tedavisinde allojenik
hematopoetik kok hiicre nakilleri yapilmaktadir. Fakat son zamanlarda etkin antifungal
ilaclarin artmasi ile lokosit tranflizyonunu azalmistir (Seger, 2010). Bununla birlikte
kok hiicre nakli, bircok hasta i¢in tedavi edici bir yontem olmakla beraber yiiksek risk
tastyan Oliimciil sonuclar1 olan bir tedavi bi¢imidir. Ozellikle nakilden sonra en sik
rastlanan Graft-versus- host- hastaliginm (GVHD) meydana gelme riski ¢ok fazladir.
Ayrica cesitli enfeksiyonlarm vuku bulmasi tedavisi zor komplikasyonlar1 beraberinde
getirmektedir. Tabii ki bu riskler hastanin HLA uyumuna, yasmna ve genel klinik

durumuna gore degisebilmektedir (Connelly ve ark., 2018).

Gen Tedavisi: Gen tedavisi, Onciil kok hiicrelerin fonksiyonlarin1 geri dondiirerek
normal ve islevsel diizeyde fagosit iiretecek hiicreler saglamak i¢in viral bir vektor
kullanilarak, islevsel olmayan bir protein eklenmesiyle yapilan bir tedavi yontemidir.
Bu yontem daha ¢ok KGH hastalarinin {i¢te ikisini olusturun X’ e bagh formundan
sorumlu CYBB geni lizerinde uygulanmaktadir (Keller ve ark., 2018). Yapilan bir
calismada CYBB geninden baska NCFI genindeki mutasyona bagli p47”"**defekti olan 5
hastada otolog CD34"periferik kok hiicrelere in vitro olarak retroviral vektorler ile
p47” "*¢DNAs1 transfer edilerek bu geni diizeltilmis kok hiicreler hastaya verilmis ve
nakilden 5 hafta sonra oksidaz pozitif hiicreler tespit edilmistir (Malech ve ark., 2004).
Simdilerde ise gammaretroviral terapilerde bazi toksisite problemlerinin ortaya

cikmasindan dolay1 gen tedavi calismalari lentiviral vektorlerle yiiriitiilmektedir.

Lentiviriisler, gamma retroviriislerden farkl olarak transkrisiyonel aktif genlere
giremezler ve boliinemeyen hiicreleri de uyarma 6zelligine sahiptirler (Mukherjee ve

Thrasher, 2013). Oniimiizdeki yillarda c¢inko-parmak niikleazlar (ZFN'ler) ve
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kiimelenmis diizenli araliklarla kesisen kisa palindromik tekrarlar (CRISPR) / Cas9
sistemi gibi yOntemlerin rutinde kullanilmasiyla gen diizenleme teknolojisi daha
geliserek KGH dahil birgok hastaligin tedavisini miimkiin kilabilecektir. Ornegin
Mallech ve arkadaslarmin yaptig: bir calismada ZNF’leri kullanarak AAVS1 lokusunda
genin normal bir kopyasint KGH’ nin 5 formundan olan her bir hasta bireyin pluripotent
kok hiicrelerine yerlestirerek, gen nakledilmis fagositler giiclii oksidaz aktivitesi
gostererek mikrosidal oldiirmeyi basarmislardir (Merling ve ark., 2015). Ayn1 yontemle
yapilan ¢aligmalar p47phox protein defekti olan hastalar i¢in uygulanmaya baslanmistir
(Wrona ve ark., 2017). Her ne kadar gen tedavisinin bazi zorluklar1 olsa da KGH
hastalar1 icin kesin tedavi yontemi olarak gelistirilmektedir. KGH icin gen terapi
caligmalar1 simdilik X’ bagh formunda daha ¢ok yogunlagsa da ilerleyen donemlerde
KGH hastaligin diger otozomal formlarinda uygulanmasi beklenmektedir (De Ravin ve

ark., 2016).



3. GEREC ve YONTEM

Calismada, ERU Tip Fakiiltesi Immiinoloji Anabilim Dah immiin yetmezlik
laboratuvarinda KGH tanis1 almis 24 KGH hastast ile 41 aile bireyi (saglikli ve
tasiyicilar) ve saghkli goniillii bireyden olusan 20 kontrol 6rnegi ile calisildi. Ayrica
daha 6nceden homozigot GT delesyonu (AGT) mutasyonu bulunan 15 KGH hastas1
pozitif kontrol olarak caliymaya dahil edildi. Biitiin 6rneklerde NCFI geni exon 2
bolgesinde psodogen/ gen (YNCF1/ NCF1) oranm arastirildi. Bu amacla ilgili bolgedeki
AGTdurumu fragment analizi ile hesaplanarak kontrol edildi. Bu ¢alisma, TYL-2019-
8936 numarali proje olarak Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP)

Birimi tarafindan desteklenmis ve Erciyes Universitesi Etik Kurulundan onay alinmistir.

3.1. Alet ve Cihazlar

Calismada kullanilan alet ve cihazlar:

1. Niive NF48 model santrifiij cihazi,

2. Stratagene marka Robocyclergradient 40 model inkiibator,

3. UVP marka BioDoc-1t system, transilluminator jel goriintiileyici,
4.Vorteks cihaz1 (MRC SI-100),

S.Biorad marka DNA Engine Thermal Cycler PCR cihazi

6.Gilson pipet 1-10 puL, Socorex acura pipet 825 10-100 uL. ve 100-1000 uL otomatik
mikropipetler,

7. Derin dondurucu (-20°Beko)
8. CIEAVER scientific CS-300 Jel elektroforez cihazi
9. ABI 3500 genetik otoanalizor

10. Gen-mapper programinin bulundugu bilgisayar
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3.2. Kit ve Kimyasal Maddeler
3.2.1. DNA izolasyonu icin kullamilan kit ve kimyasallar

Calismada kullanilan DNA izolasyon kiti igeriginde bulunan RBC Lysisbuffer,
WBC Lysis buffer, Proteinaz K, BB buffer, BW buffer, Elisyon buffer, DNA
piirifikasyon kolonlar1 ve izolasyon tiipleri (2ml)Genaxxon Bioscience, Almanya’dan

temin edildi.
3.2.2. PCR isleminde mix hazirlamak icin kullanilan kit ve kimyasallar

PCR islemi i¢in kullanilan Blue Master mix Kkiti iceriginde bulunan MgCl2,
dNTP ve DNA polimerazGenaxxon Bioscience, Almanya’dan temin edildi. PCR
isleminde 1ilgili gen bolgesini ¢ogaltmak icin kullandigimiz NCFI ekzon 2 forward

primer ve NCFI ekzon 2 reversprimer SenteBioLab, Ankara’dan temin edildi.
3.2.3. Jel Elektroforezi isleminde Kullamlan Kimyasallar

Agaroz jel elektroforezi isleminde kullanilan Agaroz, TAE (10X), Jel Red
boyasive Loading Dye Biorad, ABD’ dan temin edildi.
3.2.4. ABI 3500 Genetik Otoanalizor icin kullanilan kit ve kimyasallar

Fragment analizi i¢in kullandigimiz ABI 3500 Genetik Otoanalizorii icin gerekli
kit ve kimyasallar arasinda yer alan Hi- Di Formamide, ROX500, Anot Buffer, Katot
Buffer ve POP-7™ Polimer jel, Thermo Fisher Scientific, ABD’ den temin edildi.
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3.3. YONTEMLER

3.3.1. DNA izolasyonu

KGH tanis1 tastyan hasta ve aile bireylerinden temin edilen EDTA’litamkan

orneklerinden asagidaki protokol uygulanarak DNA 6rnekleri elde edilmistir.

DNA izolasyonu islem Basamaklar1 (Genoxxan Kiti)

5 ml’ likependorf tiip i¢ine 400 ul kan ve esit hacimde RBC lizisbuffer eklendi.
(Not: 200 pl den daha az hacimdeki kan Ornegi i¢cin eldeki hacim kadar
Eliisyonbuffer ya da PBS (Fosfat buffersaline) ile tamamlanip ve iizerine esit
hacimde RBC buffer eklendi.

Berrak kirmizi renkli soliisyon olusuncaya kadar iyice karistirildi.

8600xg’ de 4 dakika santrifiij edildi.

Beyaz kan hiicre pelleti iizerindeki siipernatan dikkatlice uzaklastirildi.

Pellet, 200 ul WBC buffer ile yeniden siispanse edildi.

3 ul Proteinaz K ilave edilir ve vortekslenerek karistirildi.

65°C” de 5 dakika inkiibe edilir. (pellet lizis buffer icinde tamamen siispanse
olmadiysa, eritrositler tamamen lizis olana kadar her 1-2 dakikada bir
vortekslendi.

400 ul BB buffer eklenip ve iyice karigtirildi.

70°C’ de 5 dakika inkiibasyon yapildi.

Inkiibasyon sonras115-20 saniye hizl bir sekilde vortekslendi.

Icerisinde toplama tiipii bulunan mini kolonlu tiip icerisine elde edilen karisim
aktarilip, 13000 xg’ de 1 dakika santrifiij edildi.

Alt kisimda bulunan 2 ml’ lik toplama tiipii degistirildi.

600 ul BW buffer eklenip 13000xg’de 30 saniye santrifiij edildi.

Santrifiij sonrast sivi halde bulunan igerik dokiiliip ayni toplama tiipii
kullanilmaya devam edildi.

400 u1 BW buffer eklenip 13000xg’ de 30 saniye santrifiij edildi.

Icerik dokiiliip aym1 toplama tiipii kullanilmaya devam edildi.

18000xg’ de 2 dakika santrifiij edildi.

Piirifikasyon kolonu, 1,5 ml’ likependorf tiip i¢cine yerlestirildi. Toplama tiipii
atild1.
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Onceden 70°C’ye sitilmig olan Eliisyonbufferdan 50 pl, piirifikasyon kolon
membranm merkezine pipet ucu degdirilmeden yerlestirildi.Oda sicakliginda 2
dakika inkiibe edildi.

13000xg’de 1 dakika santrifiij edildi.

Mini kolon uzaklastirildiktan sonra elde edilen DNA kullanilmak {izere hazir

hale getirildi.

DNA kisa siireligine +2°C - +8°C arasinda, uzun siireligine ise -20°C “de saklanabilir.

3.3.2. PCR islemi i¢in Mix Hazirlama

KGH hasta ve ailelerinden elde edilen DNA 6rnekleri ile PCR uygulanmasinda

once PCR miksi hazirlandi.

PCR MiksiHazirlamsiislem Basamaklar1 (VCF1Ekzon 2)

Ornek sayis1 kadar PCR tiipii kullanildi ve 6rnek numaralari ile etiketlendi.

Miks i¢in 2 ml’ likependorf tiip kullanildi.

Ornek sayisindan bir fazla olacak sekilde miks tiipiine drnek basi 10 ul ddH,O
eklendi.

Blue Master Mix dondurucudan ¢ikarilip ¢ozdiiriildii.

Blue Master Mix’ ten 6rnek basina 7 pl miks tiipiine ilave edildi.

NCF1 geninin 2. ekzonuna ait forward ve reversprimerler dondurucudan
cikarild1 ve 6rnek basima her bir primerden 0,5 ul miks tiipiine eklendi. Isi biten
primerler disarida fazla bekletilmeden hemen dondurucuya kaldirild1.

Miks tiipli buzun iistiine alinip pipetaj yapilarak karistirildi.

Onceden 6rnek numaralarina gore ayrilmis ve etiketlenmis 6rnek tiiplerinin her
birine hazirlanan miskten 18 pl ilave edildi.

Hasta ve yakinlarinin DNA larindan 2’ser pl eklenerek pipetaj yapildi.

Blue Master Mix dondurucuya kaldirild1.

Ornek PCR cihazna yiiklendi.
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3.3.3. PCR Uygulamasi (NCF1EKkzon 2)

KGH hasta ve aile bireyleri ile kontrollerden olusan Orneklerin NCFI geninde
p47°"* protein ifadesini ve psodogenlerin etkinligini gézlemlemek icin NCFI geninin 2.
ekzonu spesifik primerler (Tablo 3.2) kullanilarak thermalcycler PCR’ da cogaltildi.
DNA 0Ornegi eklenmis numune tiiplerinden toplamda 20 pl almarak PCR tiiplerine
aktarildi. Calismada pozitif ve negatif kontrol olarak DNA oOrnekleri kullanildi. NCF1
geninin 2. ekzonuna uygun olarak reaksiyon sicakliklar1 ve dongii sayilar1 cihazda
ayarlandi. 2,5 saat siiren denatiirasyon (DNA ipliginin ayrilmasi), annealing
(primerlerin eklenmesi), extension (ANTP’ lerin eklenmesi) ve elongation (zincirin
uzamast) reaksiyonlart sonucunda PCR islemi tamamlandi. NCFlekzon 2 PCR islemi

icin agagidaki optimum kosullar ayarlands;

Tablo 3. 2: NCFI geni ekson 2 i¢in PCR uygulamasi sicaklik ve dongii sayilari

Basamak Siire | Sicakhk

Denatiirasyon 3 94°C

(DNA zincirinin agilmasi) dakika 2 kez 40
Denatiirasyon 30 94°C dongii
(DNA zincirinin agilmasi) saniye

Annealing 30 62°C

(Primerlerin Baglanmasi) saniye

Extension 30 72°C

(Zincirin uzamasi) saniye

Elongation 7 72°C

(DNA molekiiliiniin uzamasi) | dakika

Tablo 3. 3: NCF1 geni ekzon spesifik PCR islemi i¢in kullanilan primer dizileri

ForwardPrimer 5’-Fam- TGC ACA CAG CAA AGCCTCTT-3

ReversPrimer 5’-GTG TCC TTC CCA AAG GGT GGA GCT-3°

3.3.4. Jel Elektroforezi Uygulamasi

NCFI geni ekzon 2 PCR isleminin ardindan DNA Orneklerinin yeteri kadar
cogaldigindan emin olmak admma PCR amplikonlarmi jelde gozlemek i¢in jel

elektroforeziuygulandi. Bunun i¢in Oncelikle 1 gram agaroz ile hazirlanan TAE (1X)
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cozeltisi kullanildi. PCR iirtinleri 30 dakika 80A akimda jelde yiiriitiildiikten sonra UV

goriintiileme cihazinda bantlar goriintiilendi.

Jel Elektroforez islem basamaklari

250 ml’lik bir erlen icine 1 gr olarak tartilan agaroz 25 ml TAE (1X) ile
coziinerek ¢ozelti hazirland.

Bu ¢ozelti mikrodalga firmda 1 dakika 1sitild1.

Isitilan ¢ozelti koruyucu eldiven kullanilarak karistirildi.

45 saniye kadar tekrar mikrodalg firmda 1sitildi.

Firindan ¢ikarilan agaroz iizerine 25 ml daha TAE (1X) eklendi ve iyi
karistirild.

Uzerine 5 pl Jel Red boyasindan eklendi ve baloncuk olmamasi igin iyi
karistirild.

Hazirlanan jel elektroforez tankina dikkatlice ve esit yayilacak sekilde dokiildii.
Elektroforez tankinin taraklar1 yerlestirildi.

Jel +4 °C’ de buzdolabinda 15-20 dakika bekletildi.

Bu arada tank i¢ine 400 ml hacminde TAE (1X) eklendi.

Donan jelden dikkatlice taraklar kaldirilarak jel tanka yerlestirildi.

Jelin tampon ¢ozelti icine tamamen batmasina dikkat edildi.

Bos bir pleyt alinarak yiiklenecek 6rnek kadar kuyucuklara 0,5 ul Jel Red boyasi
eklendi.

Boyanm iizerine 2,5 pul PCR iiriinii eklenerek pipetaj yapildi.

PCR iirtinleri jeldeki kuyucuklara yiiklendsi,

80A akim altinda 30 dakika elektroforez islemi uygulandu.

UV 151k altinda bant goriilen 6rnekler PCR iiriinii olarak degerlendirildi.

3.3.5. ABI-3500 Genetik Analizorii ile Fragment Analizinin Uygulamasi

DNA sekansi ve fragment analizi yapabilen Gen- Scans yontemini kullanan ABI

3500 genetik analizorii, 8 adet kapillerelektroforez yontemi temeline dayanan bir

analizordiir (Sekil 3.1). Cihaz, kapillerelektroforez uygulamasi icin anot ve katot

tampon ¢ozeltileri, ayirma matrisi olarak POP-7™ polimer jel, Hi- DiFormamide ve bir

de floresan boya olarak ROX500 varliginda analiz yapmaktadir. Numune analiz ic¢in
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hazir hale geldiginde analize baslamadan ABI 3500 genetik analizoriinde birtakim
kontroller yapildi; cihazin 6n kapagi agilarak anot ve katot tampon kaplarinin doluluk
seviyeleri kontrol edildi. Kilcal elektroforez i¢in gerekli olan ve yine cihazm ©6n
tarafinda bulunan polimerjel, polimer takma bdlmesine yerlestirildi. Son olarak atik
kutusu ve elektriksel valf sisteminin kontrolii yapildiktan sonra numuneler, numune
tepsisi iizerinde bulunan pleyte yerlestirilip iizerleri plastik pleyt koruyucusuyla
kapatilarak analiz gergeklestirildi (Sekil 3.1). Bu calisjmada NCFI ekzon 2 PCR
uygulamasi ve elektroforez isleminden sonra ABI 3500 GeneticAnalizércihazinda
fragment analizi uygulanarak, KGHhastas1 olan bireylerin hepsinde ayni1 gen bolgesinin

nasil calistig1 ve psodogenlerin etkisi ve AGTarastirildi.

Bu islem Oncesinde PCR iiriinleri diliie edilerek analiz optimizasyonu i¢in Hi-
Di Formamide ve fragment boya standardizasyonu i¢in ROXS500 ilavesiyle fragment
analizine hazir hale getirildi. 2 saat siiren reaksiyon sonucunda, sonuglar Gen- Mapper

yazilimi kullanilarak analiz edildi.
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On kapak

Kileal dizi
gerpeves

Hiicre 1sttict
algilama detektori

Dizi-baslik kontrol
mekanizmasi

Polimer teslimat pompasi
Su tutucu atik deposu

Polimer poseti takma ve
¢ikarma kolu

Polimer kese

WValf kontrol baglantis:

Damlama tepsis:
Anot tampon kab: (ABC)
Tampon pimi valfi

A ——

. =

Sekil 3. 1. ABI-3500 genetik analizor cihazi ve bilesenleri (Thermo Fisher, 2019)
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3.3.5.1. Fragment Analizi

Fragment analizi icin gerekli reaktifler

e PCR iriinii
e ddH20
e ROX500

e Hi- Di Formamide

e POP-7™ polimer jel
Fragment Analizi islem Basamaklar

e ]ulPCR iiriinii 100 ul ddH2O ile pipetaj yapilarak karistirilarak diliie edildi.

e Karigimdan 0,5 pl diliie PCR iiriinii 6rnegi alind.

e (0,2 veya 0,5 ml’ lik PCR tiipiine, bir 6rnek fazladan olacak sekilde 6rnek basina
0,2 pl ROX500 ve 9 pl Hi-Di formamide eklenerek pipetaj yapilip miks
olusturuldu.

e ABI 3500 sisteminde kullanilan pleyte her bir diliie PCR iiriiniiniin tizerine 9,5
ul miks eklenerek 10 pl son hacim elde edildi.

e 10 pl’ lik son karisim 95°C” de 5 dakika inkiibe edildi.

e 5 dakika sonunda 6rnekler buza gomiiliip iizerlerine basin¢ uygulanarak 3 dakika
sogumasi saglandi.

e ABI 3500 cihazinda kimyasallarin ve sistemsel kontroller yapildi. Cihaz analize
hazir hale getirildi.

e Pleyt icindeki ornekler 1-2 dakika santrifiij edildikten sonra ABI 3500 cihazina
yiiklendi.

e GeneMapper Software 5 programi kullanilarak fragment analizi yapildi.

3.4. ISTATISTIK

Verilerin analizleri Turcosa Analitik yazilimi ile degerlendirildi. Verilerin normallik
analizleri g-q grafikleri vehistogram kullanilarak Shapiro-Wilk testi ile, verilerin
dagilimi, kutu grafikleri kullanilarak varyans analizi ile gruplar arasi karsilagtirmalar ise
nitel degiskenler icin ki-kare analizleri ile degerlendirildi. p<0.05 diizeyi anlamh kabul

edildi



4. BULGULAR

4.1. Uygulanan Testlerin Optimizasyonu
4.1.1. DNA Orneklerinin izolasyonu ve Optimizasyon

Calismada kontrol, hasta ve aile bireylerinden temin edilen EDTA’ 11 tam kan
numunelerinden, DNA izolasyon kiti kullanilarak periferik kandan DNA materyalleri
izole edildi. Izolasyon icin 200 mikrolitrenin altindaki hacimlerde olan tam kan
orneklerinden yapilan izolasyonda yeterli miktarda DNA konsantrasyonu elde
edilemedi. Bu durumda ikinci bir kan numunesi olan calisma grubunda 200
mikroliterenin iizerinde tam kan kullanilarak optimum konsantrasyonlarda DNA
materyalleri elde edildi. Fakat ikinci bir tam kan 6rnegi bulunmayan bireylerde ise 200
mikrolitrenin altinda ¢ekilen tam kan 6rneginin iizerine izolasyon Kkiti icerisinde yer alan
eliisyonbufferdan eldeki hacim kadar ilave edilip olusan hacim kadar RBC buffer
eklenerek 200 mikrolitreye tamamlandi. Bu sekilde optimum konsantrasyonlarda DNA
ornekleri elde edilebildi. Hi¢ tam kan numunesi bulunmayan ve calisma grubu
icerisinde yer alan bireylerin ise Onceden elde edilen optimum konsantrasyonlardaki

stok DNA oOrnekleri kullanildi.

DNA izolasyonu, PCR, elektroforez ve fragment analizi sirasinda kullanilan kit
ve kimyasallarin stabilitelerini korumak amaciyla istenilen prosediirler uygulanarak

analizler gerceklestirildi.

4.1.2. PCR ve Elektroforez Optimizasyonu

DNA izolasyon islemlerinden sonra ekzon spesifik PCR islemimin optimum
sartlarda gerceklesebilmesi i¢in miks hazirlama islemi sirasinda kullanilan Master Mix

kiti ve primerlerin uygun sicaklik ve hacimlerde kullanilmalarina dikkat edildi. PCR
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miksi hazirlama asamasimnda Fam boyali olan NCFI geni ekzon 2 forward primeri 151k
gormeyecek sekilde, Blue Master Mix kiti ise buz iizerinde olacak sekilde c¢aligildi.
Optimum kosullarda hazirlanan PCR miksi ile hazirlanan PCR  6rneklerinin
amplikasyonu basar1 ile tamamlanirken bazi Orneklerin ise yeteri kadar amplike
olmadig1 goriildii. Bu durumun yetersiz DNA Orneginden kaynaklandig: diisiincesiyle,
DNA izolasyon ve PCR miksi hazirlama asamalar1 dikkatli bir sekilde tekrar edilerek
optimize edilmis PCR kosullarinda (Tablo 3.1) PCR iiriinleri elde edildi.

Optimum standartlarda elde edilen PCR fiiriinlerinin jelde goriintiilenmesi yapildi.
PCR iiriinlerinin goriintiilemesi i¢in yapilan elektroforez uygulanmasmda %1 lik agaroz
cozeltisinin, farkli yiizdelerde hazirlanan agaroz jel cozeltileri ile kiyaslandiginda
optimum bantlasma goriintiisii veren konsantrasyon olduguna karar verildi. %1’ lik
agaroz ¢Ozeltisi kullanilarak hazirlanan jelde amplike olmus PCR iiriinlerinin

goriintiilenmesi yapildi.

4.1.3. Fragment Analizi ile ilgili Optimizasyon

Fragment analizi i¢in analiz yapilacak orneklerin listesi yapilip analiz protokolii
hazirland1 (Bkz. 3.3.5.1). Analiz i¢cin 50 cm uzunlugunda Kkapillerelektroforez
uygulamasi yapan fragment analizi yontemi secildi. Elde edilen PCR fiiriinleri %1
oraninda diliie edilerek hazirlandi, analiz i¢in optimum konsantrasyona ulasildi. ABI
3500 genetik analizorde yapilan fragment analizi i¢in NCF/ geninde 2. ekzonun igerdigi
baz cifti sayisina uygun standartlarda boya secildi. Boyu 400 triniikleotit ya da
tetraniikleotitler icin kullanilan ROXS500 boyas: ile optimizasyon saglandi. 9ul Hi-
DiFormamide kullanarak orneklerin boyut standartizasyonu optimize edildi. Analiz
oncesi ornekler 95°C de 5 dakika isitildr hemen ardindan ise buza almarak sok etkisiyle
sogutuldu. Bu islemin yapilmadigi orneklerin calismadigr gozlemlendi. Analiz i¢in
optimum 1smma sicakigmm 95°C, buzda bekledigi optimum siirenin ise 3 dakika
oldugu anlagildi. Saglanan optimum kosullar altinda analizler gerceklestirildi. Bazi
orneklerde tiim optimizasyona ragmen analizin sonug¢lanmadigi goriildii. Bunun
sebebinin pipetaj islemi sirasinda eksik ornek ¢cekmekten kaynaklanabilecegi diisiiniildii.

Boyle numuneler i¢in islemler daha dikkatli sekilde tekrarlanarak analizler tamamlandi.



46

4.2. Fragment Analiz Sonuclarina Gore Calisma Gruplarinda Saghkl, Tasiyici ve

Hastalarda YNCF1/ NCF1 oranlarinin gosterilmesi

Fragment analiz sonuglarina gore gerek kontrol gerekse diger calisma grubunda
yer alan bireylerin farkli fragment boyutlarina sahip olduklar1 goriildii. Her iki gende
goriilen bu farkli fragment boyutlarinin birbirlerine oranmna bagh olarak denekler, GT
delesyonuna (AGT) bagh p47”"**defektine sahip olup olmamalarma gore saghkl,
tastyict ve hasta olarak degerlendirildi (Sekil 4.1).

2:1 (Sagliklr) 0: Hasta
200 208 290 a 208 200 ' 208
5:1 (Tastyict) 4:1 (Tastyici) 1:1 (Tas1yic1)
290 208 2?0 i 2?8
1:2 (Saglikli; Psodogen aktivasyonu?) 1:1 (Tastyict; Psodogen aktivasyonu?)

Sekil 4. 1. Fragment analizinde fragment boyutlarinin birbirine oranina gore belirlenen

gen oranlarinin (PNCFI1/NCF1), saghkli, tasiyici ve hasta bireylerde gosterimi.



47

4.3. Kontrol Grubunda Fragment Analiz Sonugclar:

Saglikli kontrol grubu, KGH tanis1 olmayan yaslar1 3 ile 50 arasinda degisen 20
saglikli bireyden, pozitif kontrol grubu ise homozigot AGT mutasyonu bulunan KGH
hastalarindan olusturuldu. Yapilan fragment analizinde kontrol grubunda NCFI ve
YNCF1 genine ait fragment boyutlar: ile bu fragmentlerin birbirlerine olan oranlar1
(WYNCFI/NCF1I) o6lgiildii (Tablo 4.1). Istatistiksel olarak varyans analizi sonucunda
NCF1 ve ¥YNCFI genlerini fragment boyutlarinin median degerleri ile ortalama,
standart sapmalar1 ve p degerleri belirlendi (Tablo 4.2 ve Tablo 4.3). Kontrol grubunda
NCF1 ve YNCFI genlerinin 2. ekzonlarina ait fragment analizi sonucunda elde edilen

veriler Tablo 4.1° de verildi.

KGH tanis1 olmayan rastgele secilen saglikli kontrol grubundaki bireylerin
fragment analiz sonuglarinda 3 bireyde NCFI ve YNCFI genlerinin fragment boyutlar:
oranlar1 arasmnda bir fark olmadigi tespit edildi. Her iki gen arasindaki YNCF1/
NCFlgen orani 1:1 olarak bulundu. Bu orana sahip saglikli olarak secilen bireylerin,
AGT bagh p47”"* protein defekti tasiyiciligmi gosteren 1:1 oranmna sahip olduklar:
bulundu. Negatif kontrol grubunda yer alan diger bireylerin ise analiz sonucuna gore
saglikli olduklar1 tespit edildi (YNCFI/ NCFI= 2:1). Saglkl, tasiyici ve hasta

bireylerin gen oranlarini gésteren analiz goriintiileri Sekil 4.1 verildi.

4.4. Tiim Calisma Grubunda Fragment Analizi Sonuclar

Kontrol gruplar1 disinda kalan ¢alisma grubu; KGH tanisi1 kesinlesmis AGT ve
p47°"* protein defekti bulunan hastalarm 6 aile bireyinden, AGT bulunmayan fakat
p47°"* protein defekti bulunan 4 hasta ile 8 aile bireyinden ve AGT ile p47”"* protein
defekti bulunmayan 16 hasta ile 27 aile bireyden olusturuldu. 35 kontrol grubu dahil 65
KGH hastas1 ve aile bireyinden olusan calisma grubunda, NCFI geni ve ¥YNCFI
arasinda bulunan gen oranlar1 ve fragment boyutlar1 karsilastirildi. Calisma grubunda
uygulan fragment analiz sonuclar1 Tablo 4.4, Tablo 4.5 ve Tablo 4.6’ da verildi. KGH
hastalarinda fragment analizi sonucu bulunan YNCFI ve NCFI genleri fragment

boyutlarindaki iliski Sekil 4.2 ve Sekil 4.3” de gosterildi.



Tablo 4. 1. Saglikli kontrol gruplarinda fragment analiz sonuglar1

NCF1

Ornek Grup Fz;l\g]ﬁliflt FI.agtmen Yj’é\’g IZH Fenotip

No Boyutlan Boyutlan

(Bp) (Bp)

1 1972 1799 1:1 Tastyici
2 2596 1341 2:1 Saglikli
3 4967 2298 2:1 Saglikli
4 3356 1684 2:1 Saglikli
5 4287 1970 2:1 Saglikli
6 1245 639 2:1 Saglikli
% 2676 1244 2:1 Saglikli
8 3370 1788 2:1 Saglikli
9 5456 2689 2:1 Saglikli
10 Saghkh 1654 850 2:1 Saglikl
11 Kontrol 3880 1934 2:1 Saghkli
12 2322 1240 2:1 Saghikli
13 4502 4504 1:1 Tastyici
14 1854 976 2:1 Saglikli
15 3566 1750 2:1 Saglikli
16 3069 3031 1:1 Tasiyici
17 2213 1178 2:1 Saglikli
18 1208 644 2:1 Saglikli
19 1998 1020 2:1 Saglikli
20 2970 1532 2:1 Saglikli

48
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Tablo 4.2. Saghkli kontrol grubunda YNCFI fragment boyutlar1 varyans analiz

sonuglari
YNCF1 Denek sayis1 | Median Degeri | Ortalama + Standart Sapma | p degeri
Saghkli

0.327
Kontrol n=20 2823 2958 + 1213

Tablo 4. 3. Saglikli kontrol grubunda NCF1 fragment boyutlar1 varyans analiz sonuglari

NCF1 Denek sayis1 | Median Degeri | Ortalama + Standart Sapma | p degeri
Saghkli

<0.001
Kontrol n=20 1608 1705 £ 915

Fragment boyutlan

Deger

GCalisma Grubu

ler © Aykin degerler

Sekil 4. 2. KGH hastalarinda YNCF1 geni fragment boyutlarinin dagilimi (0: Saghkli
grup, 1: X-KGH hastalari, 2: AGT- p47°-OR-KGH hastalar1 ve 3: p67°,p22° -OR- KGH

hastalarr)
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Fragment Boyutlan

GCalisma Gruplan

Degerler D  Aykin degerler

Sekil 4. 3. KGH hastalarinda NCFI geni fragment boyutlarinin dagilimi (0: Saghkl
grup, 1: X-KGH hastalar, 2: AGT- p47°-OR-KGH hastalar1 ve 3: p67°,p22°-OR- KGH

hastalarr)

Calisma grubunda yer alan kontrol grubu ile KGH, hasta ve aile bireyleri
(saglikli ve tasiyicilar) ile AGT tasiyiciliginin arastirilmasi icin yapilan fragment analiz
sonuclarma gore, YNCF1/ NCF1 orani ile calisma grubunu olusturan kontrol, saghkli,
hasta ve tagiyicilar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulundu. Istatistiksel
olarak yapilan Pearson Ki-Kare analizi sonucuna gore SD=15, p<0.001 olarak bulundu.

Calisma grubunda YNCF1/ NCFI gen oranlarmin dagilimi Sekil 4.4’de verildi.

Gen Oranlarinin Yiizdesi

|
|
I = il I A

Calhisma Gruplan

GEN.ORANI
® ! 2 a4 o s ® o

Sekil 4.4. YNCF1/ NCFIgen oranlarinin (mavi: O gen orani, siyah: 1:1 gen orani, yesil:
2:1 gen orani, turuncu: 4:1 gen orani, mor: 5:1 gen orani, kirirmizi: 1:2 gen orani)

caligma gruplarma (0: Kontrol, 1: Saglikli, 2: Hasta, 3: Tasiyic1) gore dagilimi
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4.4.1. KGH Hasta Gruplarinda Fragment Analizi Sonuclar

Calisma grubunda yer alan KGH hasta ve aile bireylerinden olusan toplam 80
bireye fragment analizi yapildi. NCFI exon 2 AGT ve p47 "™ protein defekti bulunan
ve pozitif kontrol olarak gruplandirdigimiz 15 hasta ile 6 aile bireyden, NCFI exon 2
AGT bulunmayan fakat p47”"** protein defekti bulunan 4 hasta ile 8 aile bireyinden ve
NCF1I exon 2 AGT ve p47""* defekti bulunmayan 16 hasta ile 27 aile bireyden olusan
toplam 80 bireyin YNCF1/ NCF1 gen oranlar1 fragment analiz yontemi ile analiz edildi.
Yapilan bu analizde KGH hasta ve aile bireylerinin YNCFI/ NCFI gen oranlari
karsilastirildi. Hasta gruplarinda yapilan fragment analiz sonuglar1 Tablo 4.5, Tablo 4.6
ve Tablo 4.7’ de verildi.

Tablo 4. 4. NCFI exon 2 AGT olmayan KGH (X- KGH) hasta ve aile bireylerinde

NCF1 exon 2 fragment analizi sonuglar1

YNCF1 NCF1
Fragment | Fragment
Aile No |Yakinhk |Cinsiyet| Fenotip Boyutlan Boyutlan | YNCF1/NCF1
(Bp) (Bp)
Hasta E Hasta 3984 2038 2:1
1 Anne K Aile bireyi 1222 626 2:1
Baba E Aile bireyi 3214 1567 2:1
Hasta E Hasta 2561 1275 2:1
Anne K Aile bireyi 1811 903 2:1
2 Kardes E Hasta 2814 1312 2:1
Kardes E Hasta 1912 911 2:1
Kardes E Hasta 2760 1339 2:1
Hasta E Hasta 630 290 2:1
3 Anne K Aile bireyi 2094 1053 2:1
Kardes E Hasta 1239 577 2:1
Kardes K Aile bireyi 2281 1010 2:1
Hasta E Hasta 2474 2274 1:1
4 Anne K Aile bireyi 1471 1325 1:1
Hasta E Hasta 2466 1234 2:1
5 Anne K Aile bireyi 2571 1322 2:1
Hasta E Hasta 4425 2012 2:1
6 Anne K Hasta 3203 1466 2:1
Kardes K Aile bireyi 2550 1134 2:1
Hasta E Hasta 1275 1317 1:1
7 Anne K Aile bireyi 1165 2218 1:2
Baba E Aile bireyi 1908 989 2:1
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Tablo 4. 5. Pozitif kontrol grubunda NCFI exon 2 homozigot AGT olan KGH (p47°)

hastalar1 ve aile bireylerinde NCFI exon 2 fragment analiz sonuglari

WYNCF1 NCF1
Aile .. . Fragment Fragment
No | Yakmbk  Cinsiyet| Fenotip Boygutlarl Boygutlarl WNCF1/ NCF1
(Bp) (Bp)
1 Hasta E Hasta 573 0 0
Kardes E Hasta 1105 0 0
2 |Hasta E Hasta 2932 0 0
3 Hasta K Hasta 3818 0 0
Kardes E Hasta 2983 0 0
4 |Hasta E Hasta 5961 0 0
Hasta K Hasta 2206 0 0
5 |Anne K Aile bireyi 2514 1282 2:1
Hasta K Hasta 9066 0 0
Kardes K Hasta 6076 0 0
- Hasta K Hasta 6472 0 0
Kardes K Hasta 6227 0 0
8 |Hasta E Hasta 6286 0 0
Hasta E Hasta 3462 0 0
Anne K | Aile bireyi 5212 1078 5:1
12 |Baba E Aile bireyi 4112 851 5:1
Kardes K Aile bireyi 2431 1212 2:1
Kardes E Aile bireyi 3025 678 5:1
13 Hasta E Hasta 6312 0 0
Anne K Aile bireyi 2817 1315 2:1
14 |Hasta E Hasta 4015 0 0




Tablo 4. 6. NCFI exon 2 AGT olmayan KGH (p22°, p67°, p47°) hastalar1 ve aile

bireylerinde NCF1 exon 2 fragment analiz sonuglar1
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Aile . . . WYNCF1 NCF1
No | Yakmbk | Cinsiyet | Fenotip |y oo | Fragment | PNCF1/ NCFI
Boyutlan | Boyutlarn
(Bp) (Bp)

Hasta E Hasta 473 233 2:1

1 |Anne K Aile bireyi 662 327 2:1
Baba E Aile bireyi 616 315 2:1
Hasta K Hasta 1316 938 2:1

2 |Anne K Aile bireyi 2973 1353 2:1
Baba E Aile bireyi 1719 1664 1:1
Hasta E Hasta 540 243 2:1

3 |Anne K Aile bireyi 2814 1342 2:1
Baba E Aile bireyi 1275 572 2:1
Hasta K Hasta 496 253 2:1

4 |Anne K Aile bireyi 1345 645 2:1
Kardes E Aile bireyi 1560 714 2:1
Hasta K Hasta 3384 1656 2:1

5 |Anne K Saglikli 3678 1734 2:1
Hasta E Hasta 2684 1325 2:1

6 Anne K Aile bireyi 2243 1128 2:1
Baba E Aile bireyi 2900 1358 2:1
Kardes E Aile bireyi 3200 1598 2:1
Hasta E Hasta 3024 1492 2:1

7 |Anne K Aile bireyi 1211 608 2:1
Kardes E Aile bireyi 3619 1734 2:1

3 Hasta E Hasta 3342 1688 2:1
Anne K Aile bireyi 1744 897 2:1

9 Hasta E Hasta 1634 798 2:1
Anne K Aile bireyi 3940 2034 2:1

10 Hasta E Hasta 3030 644 5:1
Anne K Aile bireyi 2514 1224 2:1
Hasta K Hasta 3003 1330 2:1

11 |Anne K Aile bireyi 2491 1253 2:1
Baba E Aile bireyi 4742 2368 2:1
Hasta K Hasta 1473 731 2:1

12 Anne K Aile bireyi 1514 1414 1:1
Baba E Aile bireyi 4511 2018 2:1
Kardes E Aile bireyi 3914 1912 2:1
Hasta E Hasta 1958 499 1:1

13 |Anne K Aile bireyi 2015 1038 2:1
Kardes E Aile bireyi 5041 1286 4:1
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Toplam 80 bireyden olusan hasta gruplar1 (hastalar ve aile bireyleri) ile yapilan
fragment analiz sonuclarma gore YNCFI1ve NCF1 genleri fragment boyutlar1 ile KGH
herhangi 3 formundan birinin tanisim tasiyan hastalar ve aile bireyleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklibk bulundu. Bu anlamliigin NCFI exon 2
homozigot AGT bulunan p47”"** proteini defektine sahip otozomal KGH hastalar1 ve
aile bireylerinin olusturdugu grup ile NCFI exon 2 homozigot AGT bulundurmayan X’e
bagl formundan ve p67”"** ve p22”"**protein defekti bulunan otozomal formundan olan
hasta ve aile bireyleri arasindaki gen oranlarmin farklilifindan kaynaklandig: goriildii.
KGH hasta gruplarinmm YNCFIve NCFlgenleri fragment boyutlarina ait istatistiksel
sonuclar Tablo 4.7 ve Tablo 4.8’ de verildi.

Fragment analiz sonucuna gore AGT bulunan KGH hastas1 ve aile bireyleri ile
AGT bulunmayan KGH hasta ve aile bireylerinde ortaya ¢ikan YNCFI/ NCFI gen
oranlar1 Pearson Ki- Kare testi ile istatistiksel olarak karsilastirildi. AGT igeren ve
icermeyen hasta gruplar1 (hasta ve tasiyicilar) YNCF1/ NCFlgen oranlar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulundu (SD= 15, p<0.001). Hasta gruplar1 ile gen
oranlar1 arasindaki iligki Tablo 4.9’ ve Tablo 4.10’ da verildi.

Tablo 4.9. AGT bulunduran ve bulundurmayan KGH hasta, tasiyict ve saghkl
bireylerin sayis1

AGT ve p47° AGT ve p47° olmayan SaAg.l;k I
olan Hastalar KGH hastalar1 Are
Bireyleri
AGTBulpnmayan 0 20 75
Bireylerin sayis1
AGTBulpnan 15 4 3
Bireylerin sayis1
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Tablo 4.10. KGH hasta ve aile bireylerinde YNCF1/ NCF1 gen oranlarinin say1 ve

yiizde olarak dagilimi

WYNCF1/ NCF1 Gen Oranlar

n
%0
Fenotip 0 2:1 1:1 4:1 5:1 1:2
Hasta
(n=15) 15 0 0 0 0 0
KGH(AGT -p47°) %100
(AGT defekti olan Tastyici
hasta ve aile bireyleri) | (n=3) 0 1 0 0 2 0
%33 %67
Saghkli
(n=3) 0 2 0 0 1 0
%67 %33
Hasta
(n=24) 0 20 3 0 1 0
KGH Hasta Grubu %83 | %13 %4
(AGT defekti olmayan
hasta ve aile bireyleri) | Saglikli 30 3 1 0 1
(n=35) 0 %85 %9 %3 %3

AGT bulunmayan KGH hasta ve aile bireylerinin %16’sinda AGT tasiyicilig1

saptandi.. Kontrol grubu disinda kalan KGH hastalarinin saglikli aile bireylerinde

heterezigot AGT tasiyiciligi orant %10 olarak bulundu. Kontrol grubu dahil 48 kisiden

olusan tiim saglikli popiilasyonda %12 oraninda heterozigot AGT tasiyicilig1 saptandi.
AGT bulunduran (DelGT) ve AGT bulundurmayan KGH hasta ve aile bireyleri (saglikli

ve tastyicilar) arasindaki iliski Sekil 4.5 da verildi.
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DelGl non-DelGT KGH SAGLIKLI KGH TASIYICISI

Gen.oram

HASTA @ DelGT TASIYICT SAGLIKLI

Sekil 4.5. AGT bulunduran (DelGT) ve AGT bulundurmayan KGH hasta ve aile
bireyleri (saglikli ve tasiyicilar) arasindaki iliski

Ayrica AGT bulunmayan KGH hasta ve aile bireylerinde %16 olarak bulunan
tasiyicilik yiizdesinde en sik goriilen gen oranin 1:1 (%15.4) ve 5:1 (%15.4) oldugu 4:1
oranmin ise en az gorillen (%3.6) tastyiciik orami oldugu goriildi. Tasiyicilik
oranlarinin disinda literatiirde saglhikli gen orami olarak belirtilen 1:2 orani yalnizca
KGH tasiyicist bir bireyde goriildii ve KGH tasiyicilar iginde goriilme yiizdesi %7.7,
tim KGH hasta ve aile bireyleri i¢cinde goriilme siklig1 ise %1.25 olarak bulundu.
Fragment analizi sonucunda saptanan gen oranlar1 ve KGH hasta ve aile bireyleri

arasindaki iliski Sekil 4.6’ de verildi.
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Yiizde (%)

|
. = I | &

Hastalik. Durumu

o ® 11 2:1 4:1 ® s:1 ® 1:2

Sekil 4. 6. KGH hasta ve aile bireyleri ileWNCF1/ NCF1gen oranlariarasindaki iligki

4.4.2.¥YNCF1/ NCF1 Gen Oranlarin Cinsiyetlere Gore Dagilim

20 kontrol ve 80 hasta grubundan meydana gelen calisma grubu toplam 57 erkek,
43 kadmdan olustu. Fragment analiz sonucglarina gore belirlenen YNCFI1/ NCF1 gen
oranlarina gore erkek ve kadinlardaki saglikli, tasiyict ve hasta olarak nitelendirilen
genoranlarinin ki- kare istatistiksel analizi sonucunda c¢alisma grubunda yer alan
kategoriler arasinda cinsiyetleri acgisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
bulundu (SD=3, p<0.006). AGT bulunduran bireyler ile AGT bulundurmayan bireyler
cinsiyetleri bakimindan karsilastirildi fakat anlamli bir iligki bulunmadi. Caligma
grubunda yer alan bireylerin cinsiyetlere gore dagilimlar1 Sekil 4.7 ve Sekil 4.8 de

gosterildi.
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90

60
50
40 I I I
0 I l

DelGT HASTA KGH HASTALARI SAGLIKLILAR KGH TASIYICILARI
FENOTIP

Yiizde (%)

] w
5] (=]

=)

cinsiyet
@ ERKEK @ KADIN

Sekil 4. 7. Caligma grubunda bulunan erkek ve kadin bireylerin yiizdelik oranlar1

50
40
30
20
IO l

o

Yilzde (%)

DelGT Ruhinan DelGT Bulunmayan
DEL.TASIYICI

@ FRKFK @ KADIN ‘

Sekil 4. 8. AGT bulunduran ve AGT bulundurmayan bireylerin cinsiyete gore

dagilimlar1

Gen oranlar1 ve cinsiyet dagilimlarmin karsilastirmali ki- kareanalizinde gen
oranlar1 ile cinsiyetler arasinda anlamli bir iliski bulunmadi (SD=5, p=0.576). Gen

oranlarinin cinsiyetlere gore dagilimimi gosteren grafik Sekil 4.9 de verildi.
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(% |
B Py—
15 P

ERKEK

‘ ¥NCF1.NCF1
® 1:1 2:1 4:1 ® s:1 ® 1:2

Sekil 4.9. YNCF1/ NCFI gen oranlarinin cinsiyetlere gore dagilimi

Fragment analizi sonucunda NCFI ekzon 2 AGT tastyicisi olarak saptanan KGH
hasta ve aile bireylerin genotipleri belirlendi. KGH’ da goriilebilen saglikli, tasiyici ve
hasta genotip oranlar1 Sekil 4.10° de gosterildi. Ayrica hastaligin kalitim sekli tespit
edildi. KGH hasta ve aile bireylerinin fragment analizi sonucu olusturulan soy agaclari

Sekil 4.11° de verildi.

Saghkh Bireylerin Genotipleri

i [!

2:1

KGH Tasiyic1 Bireylerin Genotipleri KGH Hastasi Bireylerin Genotipi
A ¥
I = =
I I
|
I i
t N -[- T
' 'R

5:1 1:1 2:1

Sekil 4.10. Saglikl bireylerde ve KGH hastalarinda goriilebilen genotip (Siyah; normal
gen, Beyaz; psddogen)
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Sekil 4.11. Calisma grubunda fragment analizi sonucunda X-KGH (A ve E), p470-OR-
KGH (B,C, D ve F) ve p670-p220-OR-KGH (G) hasta ve aile bireylerinde bulunan gen

oranlarinin ve kalitim sekillerinin gosterimi. ( oF Saglikli kadin, @ : Tas1yict kadin,

. : Hasta kadin, E]: Saglikl erkek, E: Tasiyici erkek ve -: Hasta erkek)



5. TARTISMA- SONUC ve ONERILER

Kronik Graniillomatéz Hastalik, kisinin yasaminin ilk yillarinda ortaya cikan,
fagositer hiicrelerde ROS bagimh 6ldiirmeyi gerceklestiren NADPH oksidaz enzimini
olusturan komponentlerin eksikligine bagl olarak ortaya ¢ikan bir hastaliktir (Heyworth
ve ark., 2003). Kronik Graniilomatéz Hastalik, Avrupa’ da 1/250.000 oraninda
insidansa sahip oldugu belirlenmisken bu oran akraba evliligi ve etnik koken gibi
faktorlere bagl olarak degismektedir (Koker, 2009; Winkelstein, Marino, Johnstonve
ark., 2000).

Ulkemizde,KGH konusundadaki caligmalara ilk odaklanma 2006 yilinda
Hacettepe Universitesi’ nde Dr. Koker tarafindan yazilan doktora tezi ile baslamistir.
Hastaligin toplumumuzdaki yerini belirlemek i¢cin Koker ve ark. 2007 yilinda Eur J of
Clinlnvestdergisinde yayimlanan kapsamli bir calismada iilkemizden 12 ¢ocuk hastada
KGHhastaligina neden olan mutasyonlar1 ve ilgili genleri aciklamistir. Bu calismayi
farkli kilan husus CYBB ve NCF2 genlerinde iki farkli mutasyonun saptanmasi ve OR-
KGH olusumunda temel nedenin akraba evliliklerinin oldugunun gosterilmesidir(Koker

ve ark., 2007).

KGH alaninda iilkemizde yapilan en kapsamli calisma Koker ve ark. 2013
yilinda 73 Tiirk ailesi icinden 89 KGH hastasinin molekiiler tanilarin1 gosteren
caligmadir. Cok merkezli olarak yiiriitiilen bu ¢alismada, lilkemizdeki KGH hastalarini,
genetik, fonksiyonel ve klinik a¢idan tamimlamistir (Koker ve ark., 2013). Calismada,
Ulkemizde KGH hastalarinin %60 1 hastahgm OR-KGH formundan oldugu bunun
da sebebinin homozigot mutasyonlara yol agan akraba evliliklerinden kaynaklandig:

gosterilmistir (Koker ve ark., 2013).
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Ulkemizde KGH alanindaki calismalardiinyadakicalismalarla paralel olarak
devam etmektedir. Son yillarda ozellikle p47”"*proteindefekti gibi OR-KGH ile iliskili

tanisal calismalar sik goriilmektedir. Bunun sebebi p47°"

proteinini kodlayan NCF1
geninin kendiyle %99 homolog iki adet psddogene sahip olmasi ve hastaliga sebep olan
mutasyonun bu psddogenolusumuna bagli gelismesive Sanger tani yonteminin
yetersizliginden kaynaklanmaktadir.

1997 yilinda Gorlach ve arkadaslarmin NCFI geninin psddogenlere sahip

7""*proteini eksikligine sebep olan mutasyonlarin

oldugunu tespit etmesinden sonra p4
anlasilmasi daha kolay bir hal almistir. Gorlach ve arkadaslar1 bu calismada NCF1
geninin 2. ekzonun baslangi¢c bolgesinde GT baz ciftlerinin eksikligini bakteriyofajlarla
yaptiklar1 deneylerde tespit etmisler ve sonuglarin ancak orijinal genle yiiksek derecede

homolog bir psddogenden kaynaklandigini 6ne siirmiislerdir(Gorlachve ark.,1995).

NCF1 geninde psodogenlerin bulunusu bu genin genomik yapist hakkinda merak
uyandirmig ve bu yondeki ¢alismalarin artmasina sebep olmustur. NCF1 genin genomik
yapisini Chanock ve arkadaslar1 2000 yilinda yaptiklar: caligma ile detayh bir sekilde
aciklamiglardir. Bu calismada NCFI geninin kendisine komsu iki adet psddogen
icerdigi, intron ve ekzon sayilari, niikleotid dizileri ile birlikte genin sik tekrarlan
Aluaminoasitini kodlayan fragmentler icerdigini belirtmislerdir (Chanock ve ark.,
2000). Chanock ve arkadaslar1 bu caligmalariyla bu alanda ¢alisan arastirmacilara 11k

tutmustur.

NCF1 geninin genomik yapist ve icerdigi psddogenlerin bulunmasiyla ardindan

7°"* proteinin eksiligine sebep olan mutasyonlarmolekiiler olarak daha net olarak

p4
tespit edilebilir hale gelmistir. Bizim ¢alismamiza konu olan NCFI geninde bulunan GT
delesyon mutasyonunu ilk kez 1991 yilinda Casimir ve arkadaslari RNA dan sekans

yontemiyle tespit etmislerdir (Casimir ve ark.,1991).

Roos ve arkadaslar1 9 KGH ailesi ile yaptiklar1 kapsamli bir ¢alismada 5:1
oranina sahip hasta bireyin ebeveynlerinden birinin de bizim calismamizda saptadigimiz
gibi 5:1 oranina digerinin ise 2:1 oranina sahip olduklarini gdstermislerdir. Bu durumun,
ebeveynlerden birinin hasta cocuga, 3 psdodogen iceren bir NCF/allelini diger ebeveynin
ise mutantNCFI geni ile saglam NCFlalleli vermis olduklarindan kaynaklandigini ileri
stirmiislerdir (Roos ve ark., 2006).
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Biz yaptigimiz ¢calismada X-KGH hastanin tasiyic1 annesinde PNCF1/ NCFI gen
oranint 1:2 olarak saptadik. Heywort ve arkadaslari, yaptiklar1 calisma da 44 birey
arasinda 2 bireyde 1:2 YNCFI/ NCF1 gen oranmi bulmuslardir. Boyle bir oranin
cikmasini fonksiyonel gen ile psodogenler arasinda gerceklesen crossing over sonucu 2.
ekzonun baglangicinda GT dizisinden ziyade GTGT iceren bir psddogenin sirastyla bir
heterozigot ve homozigot durumda bulunmasiyla agiklamiglardir. Ayrica bu sekilde
baslangicta GT yerine GTGT iceren psodogenleri tip 2 psodogen olarak
tanimlamislardir ve boyle genlere fiizyon gen adini vermislerdir. Biz de ¢alismamizda
Heywort ve arkadaslarinin buldugu oranda (1:2) fiizyon gen bulunduran bir birey tespit

ettik.

Bu ¢alisma gosteriyor ki, crossingover ile mutasyona ugramis NCF1 geni baskin
p47""*defekti olan KGH allelihaline gelmektedir ve bu haplotipin varligi, YNCF1/
NCF1 gen orani 5:1 olan tasiyicilarla gen orami 2:1 olan saglhkli bireylerin ayrimimda
zorluk ¢ikarmaktadir. Keza yapilan ¢alismada da 5:1 YNCF1/ NCF1 sekansini gosteren
bireylerin 2:1 gen oranina sahip olduklar: tespit edilmistir. Yaptigimiz caligmada ise
fragment analizi ile 5:1 oranma sahip bireyler aywrici analizler kullanilmadigindan
tastyic/ saglikli ayrimi yapilmaksizin tasiyict olarak degerlendirilmistir. Hewwort ve
arkadaslar1  NCFI psodogen/gen kimerasinin sonucu ortaya ¢ikan normal
popiilasyondaki tastyicilik oranin1 %10 olarak busmuglardir. Bizim yaptigimiz
caligmada isenormal popiilasyondaki tasiyicilik oranmi %12 olarak tespit ettik
(Heyworth ve ark.,2017). Bizim ¢calismamizda denek sayisi sinirli olmasina ragmen bu
alanda iilkemizde yapilan ilk arastirmadir. Elde ettigimiz tasiyict yiizdesi Onceki

arastirmacilarin verileri ile ortiismektedir.

Fragment analizinin yaninda YNCFI/ NCFI gen oranlarin1 daha giiclii bir
sekilde ortaya koymak amaciyla PCR- RFLP, MLPA ya da Droplet PCR gibi
destekleyici ve taniy1 kuvvetlendirici yontemlerle de ¢aligmalar yiiriitiilmiis ve sonug
olarak da farkli gen oranlar1 tespit edilmistir. De Boer ve arkadaslarinin Askenazi
Yahudilerle yaptiklar1 c¢aligma sonucunda frgament analizi disindaki Sanger’s
sekanslama ve MLPA yontemi gibi molekiiler yontemler kullanarak daha Once
tanimlanmamis bir mutasyon (C. 579G> A) tespit etmislerdir. Bu calismada
p47""**defekti tasiyicis1 olarak bilinen askenazi bir ¢ift ve bebekleri (fetus) ile yapilan
analiz sonucunda ebeveynlerin 3:3 (1:1) YNCF1/ NCF1 gen oraninda tastyici olduklari
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bebeklerinin ise 2:1 saglikli orana sahip olduklarmi saptamugslardir. Biz yaptigimiz
calismada ise De Boer ve arkadaslarinin bulduklar1 3:3 (1:1) gen oranina,kontrol grubu
olarak sectigimiz bireyleriniiciinde, KGH hastas1 bireylerin iiciinde, KGH hastalarinin
saglikl1 aile bireylerin yalnizca birinde rastladik. De Boer ve ekibine gore ortaya ¢ikan
3:3 orant NCFI geninin 5° kismi ile bir psddogenin 3’ kismmin yer degistirmesinden
kaynaklanmaktadir. Ayn1 calismada ilaveten yapilan analizlerde De Boer ve arkadaslar:
8 tastyicida 3:3 (1:1) orani bir bireyde ise fiizyon gen tespit etmislerdir (De Boer ve
ark., 2018). Bu calismaya paralel olarak bizim calismamizda da 3 tasiyici bireyde 1:1
orani ve bir X-KGH hastasinda fiizyon gen (1:2 oram) tespit ettik.

Kuhns ve arkadaslar1 Sanger’ssekanslamaya ek olarak GT delesyonu tasiyan
hasta ve tasiyicilarin genotiplerini belirlemek icin kendi gelistirdikleri droplet PCR
metodu ile p477"**defekti olan OR-KGH hastalarmm %84’ iiniin homozigot GT
delesyonu igerdiklerini, sagliklilarinda %79.2° sinde 2/6 oraninda iki kopya GTGT,
%14.7’sinde 3/6 ve %1.6° smda 4/6 oraninda GTGT kopyast bulundugunu gosteren
farkli oranlar saptamislardir (Kuhns ve ark., 2019). Kuhns ve ekibinin tespit ettigi farkl
oranlarin bulundugu bir baska calismay1 2010 yilinda Brunson ve arkadaslar1 86 normal
popiilasyonla yapmis ve sonug olarak 4 bireyde 5:2 gen oranina, 18 bireyde 2:1 oranina,
23 bireyde 3:2 oranma ve 3 bireyde ise 1:1 oranma rastlamislardir (Brunson ve ark.,

2010).

Calismamizda kontrol grubu da dahil KGH hastalarm aile bireylerinden hastalig1
tastmayan 48 saglikli bireyin 6’sinda (%12) oraninda GT delesyonu tastyicilig1 tespit
ettik. 39 KGH hastasinin 3’iiniin (%7) 1:1 oranma sahip GT delesyonuna baglh
p477"*defekti tastyicisi oldugunu saptadik. Tastyici bireyler arasinda en sik rastlanan
YNCF1/ NCFI gen oranmin Wrona ve Roos’un ¢alismalarina oldugu gibi 5:1 oldugunu
gozlemledik (Wrona ve ark., 2019; Roos ve ark., 2006). Heywort ve arkadaslarinin
Sanger’ssekanlama ile yaptiklar1 ¢calismada 5:1 sekansina sahip tasiyici bireylerin %10
nun ashinda 2:1 YNCF1/ NCF1 gen oranmna sahip olduklarini gérmelerine karsilik biz
fragment analizi ile bu ayrima varamadik. Ancak Heywort ve arkadaslarinin normal
popiilasyonda  goriilme sikliginin = %10 olarak belirttigi ve saglhkli olarak
nitelendirdikleri 1:2 gen oranmi biz normal popiilasyonda degil X-KGH tasiyicist bir
annede saptadik (Heywort ve ark., 2017).
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Calismamizin neticesinde, Avrupa ve Asya’ da yiiriitiilen tiim bu caligmalarin
yant sira iilkemizde Tiirk toplumda saglikli bireyler arasinda %12 GT delesyonu
tastyiciligy tespit ettik. Etnik kokene ya da wklara bagh olarak AGT tasiyiciliginin
degisebildigi gosterildi. Ayrica NCFI ve psodogenleri arasinda olusan crossingover
sonucunda meydana gelen flizyon geni iceren alleli tasiyan 1:2 gen oranina sahip
saglikli bireylerin bulunma sikligimnmn %1 oldugunu saptandi. Ayrica KGH tanisi
bulunan bireylerin sahip olabilecegi genotip sekilleri belirlendi. Heywort ve
arkadasalarinin saglikli olan bireylerde buldugu 1:2 gen orani biz KGH tasiyicis1 bir
hastada fragment analizi ile tespit ettik. Gen ve psddogenler arasindaki crossingover
olayma bagli olarak farkli YNCF1/ NCF1gen oranlarina sahip fenotiplerin goriilebildigi
saptandi. Ayrica hem hastalar hem de ailelerin ¢calismaya katilmasiyla hastaligin kalitim
sekilleri ortaya cikarildi. YNCF1/ NCFloranlarinin saptanmasi disinda yalnizca X-
KGH hastalarmnin bir tanesinde psddeogen fragment boyutunun fonksiyonel gene oranla
artmis oldugu fragment analiziyle tespit edilebildi. Bu durumun bize islenmis
psodogenlerin sonradan fonksiyonel fiizyon genlere doniisebilecegi kanaatini ortaya
cikarmakla birlikte fragment analizinin psddogenlerin fonksionel genlere doniisiimiiniin
gosterilmesinde de uygulanabilecek bir yontem olabilecegini gosterdi.

Calismamizda, dizi analizi gibi analiz Oncesi karmasik ve uzun protokollere
gerek kalmadan, DNA piirifikasyonu yapmadan fragment analizi yaptik. Bu analiz
yontemini GT delesyonu igeren psodogenlerintespitinde ve gercek fonksiyonel genile
arasindaki iliskinin (crossingover gibi) ortaya cikarilmasinda kullandik. Fragment
analizi ile zamandan tasarruf ederek daha hizli ve ucuza GT delesyonuna baglh
p47""**defekti olan otozomal KGH hastalarmmn tamsmi koyabildik. Calismanin
neticesinde fragment analizinin tamyr giiclestiren psddogenlere sahip 6zel genlerin,
icerdigi mutasyonlarn tespitinde efektik olarak kullanilabilir pratik bir yontem
oldugunu tespit ettik. Bu yontemle psddogen/ gen oranlarindan baska calismamizda
gozlemledigimiz gibi bazi islenmis psddogenlerin fragment boyutlarina baglh olarak

fonksiyonel gene doniisiimlerini de gdstermenin miimkiin olabilecegini saptadik.

Bu calisma, oOzellikle heterozigot AGT tastyiciigin toplumda yayginliginin
bilinmesine 151k tutmustur. Ayrica bu calisma ile KGH tanisal c¢alismalarinda,
heterozigot AGT tasityiciliginin goz Oniinde bulundurulmasi gerektigi anlasildi. KGH
homozigot AGT bulunan hastalar ile heterozigot AGT tasiyicis1 olan bireylerin

ayriminda fragment analizinin ideal bir yOntem olarak kullanilabildigi anlasildi.
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Fragment analizi disinda son zamanlarda gelistirilen yeni yontemler ve yaklasimlar da
mevcuttur. Bunlar arasinda real time PCR yontemine dayali ¢esitli PCR metodlar1
gelistirilip kullanilabilir (Wrona ve ark., 2019). Ozellikle NCFI geni gibi psodogenlere
sahip olan 0zel genler i¢in es zamanl ve daha hizlitan1 koymaya yardimci farkli real

time PCR uygulamalari ile ilgili yaklagimlar gelistirilebilir.
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