BEHCET HASTALARINDA HLA-B GENOTIPLERININ
TANIMLANMASI

Aysegiil GUNGOR

Temmuz 2012
DENIZLIi






BEHCET HASTALARINDA HLA-B GENOTIPLERININ
TANIMLANMASI

Pamukkale Universitesi
Saghk Bilimleri Enstitiisii
Yiiksek Lisans Tezi
Bivofizik Anabilim Dah

Aysegiil GUNGOR

Damsman: Dog. Dr. Ayfer ATALAY

Temmuz 2012
DENIZLi



TESEKKUR

Yiiksek lisans Ogrenciligim boyunca, O0grenimim ve egitimim i¢in desteklerini
esirgemeyen degerli tez danismanim Saym Dog. Dr. Ayfer ATALAY ve anabilim dali
baskan1 Saymn Prof. Dr. Erol Omer ATALAY’ a tesekkiirlerimi sunarim. Ayrica
calismalarim sirasinda katkida bulunan Aras. Gor. Dr. Aylin KOSELER’ e, Aras. Gor.
Dr. Sanem ARIKAN ’ a ve her zaman yanimda olup destegini esirgemeyen aileme

sonsuz tesekkiir ederim.



Bu tezin tasarimi, hazirlanmasi, yiiriitiilmesi, arastirilmasinin yapilmasi ve bulgularin
analizinde bilimsel etige ve akademik kurallara 6zenle riayet edildigini; bu ¢alismanin
dogrudan birincil {iriinli olmayan bulgularin, verilerin ve materyallerin bilimsel etige
uygun olarak kaynak gosterildigini ve alint1 yapilan ¢alismalara atfedildigini beyan
ederim.

) Imza :
Ogrenci Ad1 Soyad: : Aysegiil GUNGOR



OZET

BEHCET HASTALARINDA HLA-B GENOTIPLERININ TANIMLANMASI

Gilingor, Aysegiil
Yiiksek Lisans Tezi, Biyofizik ABD
Tez Danigmani: Dog. Dr. Ayfer ATALAY

Temmuz 2012, 64 sayfa

Dr. Hulusi Behget’ in 1937°de, tekrarlayan iiveit, oral ve genital iilserler olarak
tammmladig1 Behcet hastaligi, etiolojisi tam olarak aciklanamayan, kronik ve
multisistemik bir hastahktir. Behcet hastahigir ile yapilan arastirmalarda, bu
hastali@in cografik dagilimi, klinik bulgular1 ve arastirma sonuglari, hastahgin
patogenezinde gensel ve cevresel etkenlerin etkili oldugu goriisiinii
desteklemektedir. Behcet hastaligi ile HLA sinif I grubu icinde yer alan HLA-B51
molekiilii arasindaki giiclii bir iliskinin oldugunun saptanmasi, hastaliin
gelisiminde genetik faktorlerin ise karisti@imin bir gostergesi olarak kabul
edilmektedir.

Bagisikhik sisteminin antijen sunumu islevlerinde temel molekiiller HLA
glikoproteinleri MHC sisteminde kodlanir. Otoimmiin hastaliklarla ilgili
arastirmalarda HLA molekiilleri ile bu hastahklar arasinda bir iliskinin varhg
saptanmistir. Giiniimiizde HLA glikoproteinlerini kodlayan genlerle yapilan
cahismalar sonucunda, bu bélgenin yiiksek oranda polimorfik oldugu saptanmistir.

Bu tez calismasinda, yapi-gen baglantisinin irdelenmesi amaciyla, Behcget
hastahig: ile HLA-BS51 iliskisi model olarak alinmus ve uluslararasi standartlara
gore, Behcet hastalig1 tamis1 alan bireylerde, HLA-BS51 molekiiliiniin genotiplerinin
arastirilmasi amaclanmistir.

Behcet hastasi ve saghikli normal bireylerin DNA 6rneklerinden HLA-B geninin
cogaltimi1 ve DNA dizi analiz sonuclar istenilen diizeyde elde edilememistir. HLA-
B geninin polimorfizmi, genomik DNA orneklerinin kalitesi ve ¢ogaltim kosullar:
gibi etkenlerin DNA dizi analizi sonuc¢larindaki olumsuzluklara neden oldugu
diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Behget hastaligi, HLA-B51, PCR, DNA dizi analizi.



ABSTRACT

DETERMINATION OF HLA-B GENOTYPES IN PATIENTS WITH BEHCET’S
DISEASE

Gilingor, Aysegitl
MSc Thesis, Biophysics
Supervisor: Assoc. Prof. Ayfer ATALAY

July 2012, 64 pages

Behcet disease (BD) is a chronic multisystem disorder characterized by
recurrent oral aphthous ulcer, genital ulcer and uveitis with unknown aetiology. It
was recognized as a specific disease entity in 1937 by Dr. Hulusi Behcet.
Geographical distrubution and clinical findings of BD have been regarded as the
evidence of the interactions between genetics and environmental factors proposed
as causative agents. However, suggestion of the strong association between BD and
HLA-B5 has been accepted for the genetic factors involved in the development of
disease.

HLA glycoproteins which are fundemental molecules of antigen providing
functions in immune system, are coded at MHC system. Autoimmune researches, a
connecton is stated between HLA molecules and these diseases. In consequence of
researches of genes coding HLA glycoproteins, this gene area is found highly
polymorphic.

In this thesis report, for purpose of studying structure-gene connection, the
relation between Behcet disease and HLA-B51 is taken as model, and examination
of genotypes of Behget Disease patients who are diagnosed by international
criterias, is aimed.

Definitive and differential data was not obtained in both Behcget’ s disease
patients and normal individuals as expected. HLA-B gene polymorphisms, the
quality of genomic DNA samples and amplification factors are thought to cause
negative DNA sequence analysis results.

Key Words: Behget’ s disease, HLA- B51, PCR, DNA sequence analysis.
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1. GIRIS

Behget hastaligi (BH), tekrarlayan oral aftéz {iilser, genital ilser ve iveit tg¢li
bulgusu ile tanimlanan, kronik ve multisistemik, inflamatuar bir hastalik olup, ilk defa
Dr. Hulusi Behget tarafindan tanimlanmistir. Behget hastalig1, ‘Ipek Yolu’ iizerinde
bulunan Suriye, Iran, Irak, Tiirkiye gibi Orta Dogu ve Japonya, Kore, Cin gibi Uzak
Dogu iilkelerini kapsayan genis bir cografik dagilim gostermekle birlikte bu hastaligin
goriilme sikliginin en yiiksek oldugu iilke Tirkiye’dir. Gliniimiizde, BH’nin patogenezi
tam olarak bilinmemekle birlikte ¢evresel ve gensel etkenlerin bu hastaligin
olusumunda katkilar1 oldugu diisiiniilmektedir. BH ile bagisiklik sistem iliskilerinin
arastirma sonuglarindan birisi de HLA-B51 molekiilii arasinda bir baglantinin

bulunmasidir.

BH’ nin belirli bir cografik dagilim géstermesi, ailesel yatkinliginin olmasi ve HLA-
B51 molekiilii arasinda giiglii bir iligkinin varligi bu hastaligin gelisiminde ¢evresel

etkenlerin yani sira gensel etkenlerin de etkili oldugu hipotezini desteklemektedir.

HLA-B51 molekiilleri MHC i¢inde kodlanan HLA smif I grubunda yer alan ve
sitotoksik T hiicrelerine (CD8+ T hiicreleri) antijen sunumunda iglev yapan
glikoproteinlerdir. MHC bolgesinde kodlanan CD4+ T hiicrelerine antijen sunan HLA
smif II ile smif I glikoproteinlerinin otoimmiin hastaliklarla baglantilarinin ortaya
cikarilmas1 ve bu molekiillerin doku nakillerindeki Onemlerinden dolay1 yapilan

aragtirmalarda bu glikoproteinlerin yliksek oranda polimorfik oldugu saptanmuistir.

Bu tez calismasinda, Uluslararasi standartlara gore Behget hastaligi tanisi almis
bireyler ile saglikli bireylerin arasinda, HLA-B51 geni agisindan bir iliski olup

olmadiginin arastirilmasi: ve HLA-B51 genotiplerinin saptanmasi amaglanmistir.



2. KURAMSAL BILGILER ve LITERATUR TARAMASI

2.1 Behget Hastahig

Behget Hastaligi ilk kez M.O. 5.yiizyilda Hippokrates tarafindan agizda aftdz
iilserasyon, genital bolgede iltihap ve iilserler, kronik karakterde sulu goz iltihabi (fici)
olarak adlandirilan g6z kapaklarinin i¢inde ve disinda olusan kisinin gormesini
engelleyen agrili fungdz sislikler bulgulariyla tanimlanmistir. Dr. Hulusi Behget
tarafindan ‘tekrarlayan oral iilser’, ‘genital {ilser ve ‘liveit’ iiclii bulgusu olan bir hastalik
olarak 1937’ de Dermatologische Wochenschrift dergisinde yaymlanmistir (Kaklamani
1998, Schirmer 2001, Onder 2001, Zouboulis 2002).

Glinlimiizde Behget hastaliginin bu {iglii bulgu disinda bircok doku ve organi da
etkiledigi bilinmektedir. BH ile ilgili klinik ¢alismalarda nérolojik, gastrointestinal,
kardiyovaskiiler, pulmoner, renal ve psikolojik bozukluklarin yani sira deride paterji,
orsit, amiloidoz, periferal tromboflebit, kollajen doku tutulumu ve seronegatif artrit gibi
bulgularin bu hastalarda gortilebilecegi saptanmistir (Dilsen 1996). Bu bulgularin BH’
nin multisistemik, inflamatuar bir hastalik oldugunu isaret ettigi kabul edilmektedir.
BH’ nin tan1 6zellikleri, 1990 yilinda Uluslararast Behget Hastaligi Calisma Grubu
tarafindan belirlenmistir (Lancet 1990).

Behget hastalif1, Ipek yolu boyunca Japonya Suriye, Iran, Kore, Orta Dogu gibi
Uzakdogu iilkeleri ile Tirkiye’ yi kapsayan cografyada dagilim gosterir. Behget
hastalig1 goriilme sikligi, Kuzey Amerika ve Ingiltere’ de bir milyonda bir ya da iki
olmasina karsin, Ipek yolu iizerinde bulunan Akdeniz, Orta Dogu ve Uzak Dogu
iilkelerinde on binde bir ile on arasinda degisen siklikta gozlenmistir (Mizuki 1996,
Verity 1999, Giil 2000). Behget hastaliginda cinsiyet farkliligi ve baslama yasinin
hastalik gelisiminde etkili olmadig: bildirilmistir (Kaklamani 1998, Zouboulis 1999).
Erkek Behget hastalarinda kadinlara gére mortalite oraninin daha yiiksek oldugu ve
hastaligin siddetinin daha agir oldugu saptanmistir. Hastaligin erkeklere oranla
kadinlarda daha 1limli gelisiminin, strojenin vaskiiler endotelyumda proinflamatuvar
islevleri baskilamasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir (Direskeneli 2001). Genel

olarak hastaligin baslama yasi 20-40 yas arasi olarak verilse de en erken ve en geg



baslama yasi, hayatin ilk aylar1 ile 72. yil arasinda oldugu bilinmektedir. Yapilan
arastirmalarda, BH baslama yas1 incelendiginde Tiirkiye® de 25.6, Israil’ de 19.9,
Avrupa tlkelerinde 25.9, Dogu Asya iilkelerinde 31.7, Arap iilkelerinde 26.5 ve
Amerika’ da 28.3 ortalama yas olarak verilmektedir (Zouboulis 1999).

BH’ de doku ve organ lezyonlarinin histopatolojik incelemelerinde genel olarak
hastaligin temel lezyonu olan vaskiilit ve trombozis saptanmistir. Endotel hiicre
islevlerinde bir dizi anormallik bulunmasina karsin bu gelismelerin ana kaynagi
konusunda kesin bir bulgu saptanamamistir. Bu bulgulara paralel olarak, endotel
hiicrelerindeki adezyon molekiillerinin (ICAM-1, CD11-CDI18) seviyelerinde artis
oldugu tespit edilmistir. Behget hastalariin lezyon bolgeleri biyopsilerinde,
notrofillerin daha fazla sayida olmasi dikkate deger bulunmustur. Ayrica, Behget
hastalarinda notrofil  hiperfonksiyonun saptanmasi, bu hastaliin  gelisiminde
nétrofillerin nasil bir rol Gistlendigi sorusunu desteklemistir (Lancet 1990, Sakane 1999).
Behget hastalarmin %7 -%38’ inde pulmoner veya periferal arter anevrizmasi, damar
trombozu ve tikanikligini da igerebilen biiyliik vendz ve arteriyel lezyonlar olustugu
gosterilmistir (Langford 2010). BH’ nda vaskiiler bulgularin genellikle arterlerden ¢ok
venlerde gelistigi saptanmistir. Ayrica oral ve genital iilserlerinde, eritema nodosum
benzeri lezyonlarda, epididimit, enterit ve merkezi sinir sistemi lezyonlarinda vaskiilit
yaygin olarak gozlenir. Behget hastalarinda endotelin-1 plazma seviyesinin yiikselmis
oldugu goézlenmistir. Bu degisimin, sekresyon artmasi veya zarar gormiis vaskiiler
endotel hiicrelerinden sizan mitojenler sebebiyle olabilecegi ve vaskiilitin ilerlemesi ile

hastaligin gelisimine katkisi olabilecegi diisiiniilmektedir (Emmi 1995).

Behget hastaliginin baglamasinda ve gelisiminde, bakteriyel veya viral enfeksiyonun
da iliskisi oldugu diisiiniilmektedir. Farkli klinik ve temel veriler, BH patogenezinde
enfeksiyoz tetikleyicilerin oldugunu isaret etmektedir. Fakat Herpes simplex viriis-HSV
veya Streptococcus sanguis gibi herhangi bir tiir mikroorganizmaya ya da Streptokok
gibi bir tiire kars1 BH iligkili 6zgiin bir yanit kanitlanmamistir. Hepatit C viriisii ile BH’
arasinda bir iligki arastirilmis ancak bulunamamistir. BH’ ye neden oldugu diisiiniilen
mikroorganizmalarin ortak noktasinin 1s1 soku proteinleri (Heat Shock Protein, HSP)
olabilecegi diisiiniilmektedir. Yapilan ¢aligmalarla 65kDa’ luk mikobakteriyel HSP ile

insan 60 kDa’ luk HSP’ nin ortak amino asitleriyle hazirlanan sentetik peptitlere karsi



vd T hiicre yanitinin arttigr gosterilmistir (Kaklamani 1998, Sakane 1999, Direskeneli
2001).

Behget hastaliginda hiicre gruplarinin trettigi interlokin-2 (interleukin-2, 1L-2) ve
interferon-y (IFN-y)’ nin periferik kanda yiiksek bulunmasi gibi immiinolojik
anormallikler ~bulunmasma karsin, belirgin  bir 6zelligin  6ne  ¢ikmadigt
vurgulanmaktadir. Behget hastalar1 serumlarinda IL-1, IL-8 ve tiimor nekroz faktor-o
(tumor necrosis factor, TNF-«) gibi proinflamatuvar sitokinlerde artislar rapor
edilmistir (Emmi 1995, Hegab 2000, Direskeneli 2001). B hiicre aktivasyonuna
bakildiginda, sayisinda bir degisim olmamasina karsin zayif bir uyaranla islevlerinde
artis gozlenmistir. BH’ de ayrica periferik kanda NK hiicre artisi gozlenirken,
prostoglandin E, seviyesinin artigt ile iliski olarak diisik NK hiicre aktivasyonu
gosterilmistir. BH de monositlerin aktif oldugu ve proinflamatuvar sitokinleri daha
fazla drettigi gozlenmistir. Norolojik tutulumlari olan Behget hastalarinda ise
serebrospinal sivida IL-6 seviyesinde artis oldugu saptanmustir (Onder 2001). Plazma
sitokin profiline bakildiginda hastalik aktivitesinden bagimsiz olarak IL-10 diizeyinde
artma saptanmasima karsin, IL-2, IL-8 ve tiimor nekroz faktor reseptorii 75 (tumor
necrosis factor receptor 75, TNFR 75) diizeylerinin hastalik aktivitesi ile iligkili oldugu
gozlenmistir. IL-10 diizeyindeki bu artisin inflamasyonun siirdiiriilmesini saglayan Thl
(T helper-1) lenfosit aktivitesine kars1 gelisen baskilayict Th2 hiicre aktivitesine bagl
oldugu varsayilmistir. BH’ de diger otoimmiin hastaliklarda oldugu gibi IL-2 diizeyinde

artis saptanmis, ancak hastalik aktivasyonuyla iligkisi gosterilememistir (Pinto 2010).

Etyopatogenezi tam olarak agiklanamayan serolojik olarak tanimlanan HLA-B5
glikoproteini ile giiglii iligkisi, Behget hastaliginin olusumunda gensel etkenlerin etkili
oldugunu isaret eden ilk bulgulardan birisidir. Ancak Behget hastaliginin olusumunda
gensel ve cevresel etkenlerin birlikte rol oynadigi diisiiniilmektedir. Hastaligin
nedenlerini ve gelisimini agiklamaya yonelik yapilan immiinogenetik ¢aligsmalar sonucu,
BH ile antijen sunumunda gorev yapan HLA smif I molekiillerinden HLA-B51
molekiilii arasinda giiglii bir iligski oldugu 6ne siirtilmiistiir (Mizuki 1992, Mizuki 1996,
Mizuki 1997a, Sakane 1999, Direskeneli 2001). Giiniimiizde, otoimmiin bir hastalik
olarak kabul edilen Behget hastaligi ile HLA-BS5 molekiiliiniin baglantisinin

aciklanmasiyla, hastalik ve genetik yatkinlik arasindaki baglantilarin incelenmesine



yonelik caligsmalar hiz kazanmistir. Hastaligin ortaya ¢ikis sebebini agiklamaya yonelik
cesitli hipotezler one siirtilmiistiir. ‘Molekiiler taklit’ hipotezi, BH gibi diger otoimmiin
hastaliklarin da baslangicini ve gelisimini agiklamaya ydnelik bir hipotezdir. Ancak bu
hipotezi destekleyici kanitlar heniiz elde edilememistir. (Thurau 1997, Oldstone 1998,
Giil 2001).

2.2 Major Histokompatibilite Kompleksi (MHC)

Hayvanlarda yapilan doku nakli deneylerinde kesfedilen, bireyden bireye farklilik
gosteren ve dolayisiyla doku reddinden sorumlu olan molekiillere doku uygunluk
antijenleri (Major Histokompatibility Complex, MHC) adi1 verilmistir. insanda MHC
molekiilleri, ilk olarak 1950 lerde, kan transflizyonu veya doku nakli yapilmis
bireylerde gosterilmistir. Daha sonraki aragtirmalarda MHC gen {iriinleri olan HLA

molekiillerinin ileri derecede polimorfik oldugu tespit edilmistir (Abbas 1994).

Insan MHC genleri 6. kromozomun kisa kolu iizerinde (6p21.3) ardisik olarak 3500
kilobazlik bir bolgede yer almaktadir (Sekil 2.1). Bu bolgede doku uygunluk
antijenlerinin yani sira antijen sunumunda rol alan proteinler, birka¢ sitokin ile diger
proteinleri kodlayan genler de bulunur. Doku uygunluk antijenleri ilk kez 1958 yilinda
Dausette tarafindan insan 16kosit membranlarinda eksprese edildigi tespit edilmistir. Bu
nedenle MHC gen boélgesinde kodlanan doku antijenlerine insan 16kosit antijenleri

(human leukocyte antigen, HLA) adi verilmektedir (Janeway 2005).
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Sekil 2.1 HLA gen bolgesinin 6. kromozom tizerindeki yerlesimi

Insan 6. kromozomundaki MHC genleri, sentromerden telomere dogru sinif II, sinif
I ve smuf I sirast ile yerlesmistir. Bu siniflandirma yapisal ve fonksiyonel olarak
gerceklestirilmistir. Sinif I’ de; HLA-A, -B, -C, -E, -F, -G yer almaktadir ve HLA-A, -
B, -C antijen sunumunda gorevlidir. Simif II’ de bulunan HLA-DR, -DQ, -DP ise
monositler, makrofajlar, dentritik hiicreler, B hiicreleri gibi profesyonel antijen sunan
hiicrelerin yiizeylerinde eksprese olmaktadirlar. T hiicrelerine antijen sunumunda rol
alan HLA smif I ve smif II molekiillerinin ekspresyonu kodominanttir. Sinif III
bolgesinde ise C2, C4A, faktor B gibi kompleman sistemiyle ilgili proteinler, IFN, TNF,
lenfotoksin gibi sitokinler, Hsp ve antijen sunumuyla ilgili olan diger molekiller ile
iliskili gen bolgeleri yer almaktadir (Abbas 1994, Gruen 1997, Marsh 2010).

Giintimiizde ise HLA molekiillerinin yapi-islev-gen iliskileri incelendiginde, temel
ve klinik immiinoloji konular i¢inde yer alan, organ ve hematopoietik kok hiicre
transplantasyonlarinda, BH gibi otoimmiin hastaliklarda risk  faktorlerinin

belirlenmesinde, farmakogenomikste, T hiicre aracili ila¢ yan etki mekanizmalarinin



incelenmesinde, as1 gelistirilmesinde ve antropolojik aragtirmalarda 6nemli bir yere

sahiptir (Thorsby 2009, Thorsby 2011).

Calismamizda, HLA smif I igerisinde yer alan ve Behget hastaligi ile iligskilendirilen
HLA-B51” in genotiplerini incelemeyi amagladigimizdan, HLA smuf [

glikoproteinlerinin yapisal ve islevsel 6zellikleri irdelenmistir.

2.3 HLA Simf I Molekiilleri

MHC gen bolgesinin telomerik ucunda yer alan HLA sinif I genleri, sentromerden
telomere dogru HLA-B, -C, -X, -E, -J, -A, -H, -G —F sirasiyla yerlesmistir. HLA-A, -B,
ve —C serolojik olarak ilk tamimlanan HLA molekiilleridir ve Kklasik doku antijenleri
olarak bilinirler. Bu glikoproteinler, CD8+T hiicrelerine antijen sunumunda gorev
almaktadirlar. Biitlin ¢ekirdekli hiicrelerin membranlarinda eksprese olan HLA sinif I
molekiilleri ayn1 zamanda dogal 6ldiiriicii hiicrelerinin (natural killer, NK) o6ldiirme
aktivitesini de durdururlar (Bjorkman 1987, Abbas 1994). HLA-E,-F,-G klasik olmayan
siif-1 proteinleridir ve farkli dokularda farkli islevleri oldugu disiiniilmektedir.
Ornegin, HLA-G’ nin sadece plasental dokuda eksprese oldugu ve fonksiyonunun
fetiistin canliligy ile ilgili oldugu ayrica HLA-H, -J, -K, -L ve —X’ in immiinolojik

ozelligi olmayan yalanci genler oldugu sanilmaktadir (Tiirsen 2000).

HLA smnif I grubunda yer alan HLA-A,-B ve -C glikoproteinleri yapisal olarak
benzerlik gosterir ve ¢ekirdekli hiicrelerin membraninda eksprese olan bu molekiiller iki
farkli polipeptit igerirler. Bu zincirler, MHC boélgesinde kodlanan yaklasik 44
kilodaltonluk bir agir zincir (o zinciri) ile 15. kromozomda kodlanan 12 kilodaltonluk
2 mikroglobulin zinciri olup, birbirlerine kovalent olmayan baglarla baglanirlar (Sekil

2.2) (Bjorkman 1987, Abbas 1994, Janeway 2005).
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Sekil 2.2 HLA Sif I molekiiliiniin yapisi

2.3.1. Agir Zincir (a-Zinciri)

Insanda HLA sinif I agir zinciri MHC gen bolgesinde (6. kromozomda) kodlanan,
yaklagik 350 amino asitten olusan, 45 kilodalton agirhiginda glikolize bir polipeptidtir.
Agir zincir teorik olarak; peptid baglanma bdlgesi, immunglobuline benzer bolge,

transmembran bolge ve sitoplazmik bolge olmak ilizere 4 kisimda incelenir (Gruen

1997, Abbas 1994).

Peptid Baglanma Bolgesi: Her biri yaklasik 90 amino asitlik al ve a2 kisimlarinin
bir araya gelmesiyle olusan peptid baglanma bolgesi Sekil 2.3” te gosterilmistir. al ve
a2 kisimlarmin katilimlariyla B tabakali tabanin iki yanim ¢evreleyen o sarmalindan
olusan bolge, yani peptidlerin baglandig1 bolgeyi olusturmaktadir. Bu bolge § tabakali
tabanin iki yanini sinirlayan o sarmallarmin her iki ucunun birbirine yaklagmasiyla
olusan gondola benzer yapisi nedeniyle 9-11 amino asitlik peptidleri baglayabilmektedir
(Kostyu 1997, Sakaguchi 1997, Sobao 1999). Bu molekiiliin a1 bolgesindeki 77. ve 83.
amino asitleri ile NK hiicrelerinin membranlarinda eksprese edilen KIR (Killing
Inhibitory Receptor, KIR) molekiilleriyle etkileserek NK gibi dogal 6ldiiriicii hiicrelerin

6ldiirme aktivitesini engellenmesine aracilik eder. Ayrica o zinicirindeki 58, 65, 66, 68,



69, 155, 158, 159, 163, 166, 167, 170. amino asitler ve B zincirindeki 72, 149, 150, 151,
155. amino asitler ile T hiicre reseptoriiyle (T Cell Receptor, TCR) etkileserek T
hiicrelerinin aktivasyonuna neden olur (Kostyu 1997). Peptid baglanma bolgesi HLA

smif I molekiillerinin en polimorfik bolgesidir (Lanier 1997).

02 heliksi

Sekil 2.3 HLA Smif I molekiilii peptid baglanma olugu

Immiinoglobuline Benzer Bolge: 90 amino asitten olusan agir zincirin a3 bolgesi,
ol ve a2 bolgelerine gore daha korunmus durumdadir. Bu bolgede disiilfit bagi
nedeniyle immiinoglobiilin CH3 kismina benzer halka yapisi bulunmaktadir (Sekil 2.2).
Agir zincirin bu bolimiiniin i¢ kismi B, mikroglobulinle baglanti kurarak olgun HLA
simif " in yapisinin olugsmasina ve stabilizasyonuna neden olur. Molekiilin o3
boliimiiniin dis kismi, T hiicrelerinin yiizeyinde bulunan CD8’le baglant1 kurarak CD8+

T hiicre aktivasyonunu saglamaktadir.

Transmembran Bolge: Sinif I glikoproteinlerinin, yaklasik 25 amino asitten olusan
ve o sarmal yapida oldugu diisliniilen kismi, hidrofobik o6zelligi sayesinde hiicre
zarinmin  lipit ¢ift tabakasinmi boydan boya ge¢mektedir. Bu kisim, smf I
glikoproteinlerinin ~ sitoplazma disindaki yapisinin  olusumuna ve molekiiliin

membrandaki ekspresyonuna katkida bulunmaktadir.
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Sitoplazmik Boélge: Smif I glikoproteinlerinin sitoplazmik bdlgesi yaklasik 30
amino asitten olugmustur. Bu bolgede bulunan siklik adenozin monofosfat (CAMP)
bagimli protein kinaz ve tirozin kinaz i¢in fosforilasyon bolgeleri farklit HLA smif I
proteinlerinde korunmustur. Sitoplazmik boélgenin karboksil ucunda glutamin varligi
transglutaminaz ile transpeptidasyon i¢in uygun substrat olusturdugu halde, bu yapinin
fonksiyonel 6nemi hala bilinmemektedir. Bu bolgenin HLA sinif I molekiillerinin diger
membran proteinleri veya hiicre iskeleti ile etkilesimlerinin, bu molekiillerin hiicre zari
tizerindeki ekspresyonlar1 i¢in diizenleyici rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir (Abbas

1994).

2.3.2. Hafif Zincir ( B, Mikroglobulin)

Tiirlerin evrimi sirasinda yapisi ileri derecede korunan P, mikroglobulin biitiin
hiicrelerde bulunmakta ve kiiciik oranlarda viicut sivilarina yayilim gdstermektedir. Bu
peptid daha Once insan idrarinda tespit edilen, elektroforetik hareketiyle (B2),
biiyiikliigiiyle (mikro) ve ¢oziiniirliigii (globulin) ile benzerlik gosterdigi icin [
mikroglobulin olarak isimlendirilmistir. Bu molekiil yaklagik 100 amino asitten olusan
ve glikolize olmayan bir proteindir. Diisiik molekiiler agirlig1 nedeniyle glomeriillerden
hizla filtre edilip, bobrek tiibiillerinden tekrar absorbe olmakta ve daha sonra katabolize
edilmektedir. Tiibiiler fonksiyonu bozulan bdbrek hastalarimin idrarinda (3
mikroglobulin artmis olarak bulunur. Ayrica lenfoma ve miyeloma gibi belirli
hastaliklarda serum ve diger viicut sivilarinda da artmis olarak bulunur. f3;
mikroglobulin yapisal olarak HLA smf I agir zincirin o3 kismi ve immiinglobulinin
CHs (sabit bolge) kismi ile homologdur ve bu bolgelerdeki gibi disiilfit bagiyla olusan
bir halka igermektedir (Sekil 2.2). B, mikroglobulin islevsel HLA sinif I molekiiliiniin
olusumunda agir zincirinin a3 kismu ile iligkisinin yan1 sira peptid baglanma bolgesini
olusturan ol ve a2 kisimlariyla da baglanti kurmaktadir. 3, mikroglobulin HLA simif I
molekiiliiniin yapisinin sabit kalmasina katkida bulunarak, hiicre zarina taginmasinda ve
hiicre zarinda uzun siire eksprese edilmesinde etkin rol oynar. Ancak 3, mikroglobulinin
yapisinin polimorfik olmamasi nedeniyle HLA smif I molekiiliiniin hiicre-hiicre
iliskisinde herhangi bir etkisi olamayacag1 diisiiniilmektedir (Bjorkman 1987, Abbas
1994, Janeway 2005).
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2.4 HLA Smif I Molekiillerinin Islevleri

Dauset ve van Rood 1950’ 1i yillarda doku nakli ve doku reddi konularindaki
arastirmalarinda serolojik olarak HLA sistemini arastirdilar. 1959 da Lawrence ilk kez
transplantasyon antijenlerinin enfeksiyon etkenleri ile hiicre iginde ¢oziinebilir
kompleksler olusturdugunu ve bunlarin 6zgiin reseptor olarak lenfositleri tetikledigini
ileri stirmiistiir. 1960° I1 yillarda, Dauset ve arkadaslar1 bazi1 hastaliklara yatkinlik ile
HLA fenotipleri arasinda bir baglantinin olabilecegini rapor etmislerdir. 1970’ lerde ise,
Zinkernagel ve Doherty tarafindan virlise 6zgiin sitotoksik T lenfositlerine MHC sinif I
glikoproteinleri ile viriis peptidlerinin tanmitildigr  kesfedilmistir. Bu konudaki
calismalarindan dolayr 1996 Nobel Odiilii kazanan arastiricilar, MHC siniflamas: ile

ilgili aragtirmalarini kiigiik bir derlemeyle yayinlamislardir (Zinkernagel 1997).

Biitlin ¢ekirdekli hiicrelerin hiicre zarinda eksprese olan HLA sinif I molekiilleri
viriis gibi hiicre ig¢inde yasayabilen patojenlere ait peptitleri CD8+ T hiicrelerine
tanitirlar. CD8+ T hiicrelerinin aktive olan hali CTL’ dir. Antijen sunumu ile ilgili
arastirmalarda ozellikle dendritik hiicrelerin hiicre i¢i veya hiicre dis1 patojenlere ait
antijen peptitleri hem HLA simif I, hem de HLA siif II molekiillerini kullanarak CD8+
T hiicrelerini ve CD4+ T hiicrelerini aktive ettigi gosterilmistir (Cross-presentation)
(Cresswell 2005).

Hiicre aracili sitotoksisite; viicudun hastaliga neden olan patojenlere karsi temel ve
onemli bir savunma mekanizmasidir. CD8+ T hiicreleri, HLA smif I molekiilleri
tarafindan sunulan antijenleri tanimaktadir. Antijenik proteinler, sitozolde proteozomlar
aracilifi ile kiiciik peptid parcalarma ayrildiktan sonra tasiyict molekiiller (Transport
Associated Protein, TAP) ile endoplazmik retikuluma (ER) tasinir. Antijenik peptitler
ER’ de smif I molekiiliiniin agir zinciri ve P, mikroglobulin ile birlesir. ER’de HLA
siif I molekiillerine peptitlerin yiiklenmesi, kalneksin, ERp57 (Endoplazmik retikulum
protein 57), kalretikiilin ve tapasin gibi proteinlerin katkis1 ile gerceklesir. HLA
molekiillerinin  peptid baglanma olugunun tabaninda bulunan ceplere, peptid
antijenlerinin amino asitleri girerek yan zincirleri ile oluga baglanabilir. Peptidlerin bazi
amino asitleri ise oluktan diga dogru uzanarak, TCR tarafindan taninmaktadir. Peptid -

HLA Smuf I molekiil kompleksi, hiicre ylizeyine taginarak HLA Sinif I molekiiliiniin
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polimorfik olmayan a3 bolgesiyle iliski kuran CD8+ T hiicreleri tarafindan taninir
(Sekil 2.4) (York 1996, Roitt 2001, Janeway 2005).

Viriis
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Viral mRNA Protein

\ lekiilii
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Sekil 2.4 HLA Sinif I molekiilleri ile antijen sunumu

NK hiicrelerinin yilizeyinde bulunan KIR molekiillerinin sitoplazmik uzantisinda
ITIM (immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif) bulunur ve bu nedenle KIR
molekiilleri HLA simif I molekiilleriyle etkilesim kurdugunda NK hiicrelerinin 6ldiirme
aktivitesini inhibe ederler. Bu yolla normal hiicreler kendilerini NK hiicrelerine
tanitirken, HLA simif I molekiilii eksprese etmeyen enfekte veya kanser hiicreleri NK
aktivitesinden dolay1 yok edilir (Zierhut 2003, Middleton 2002, Janeway 2005). KIR
reseptorlerinin, HLA Simf I molekiilii ile spesifik baglanmalari, kismen polimorfik
ozellik gostermeyen ve ol bolgesinde bulunan 77. ve 83. amino asitler ile oldugu farkli
caligmalar ile gosterilmistir (Colonna 1996, Middleton 2002).



2.5 HLA Sinif I Genleri

Gelisen gen teknolojileri ile birlikte doku nakli, HLA molekiillerinin otoimmiin
hastaliklarla iliskileri ve as1 verimliligi ile ilgili aragtirmalar sonucunda HLA sinif I ve
simif II glikoproteinlerini kodlayan gen boélgelerinin ileri derecede polimorfik oldugu
saptanmistir (Kostyu 1997). Bu nedenle, Uluslararasi Histokompatibilite Calisma Grubu
(International Histocompatibility Working Group, IHWG) tarafindan her ay yeni
saptanan allellerin kimliklendirilmesi yapilmaktadir. Bu grubun son olarak verdigi
veriler dogrultusunda HLA molekiillerinin polimorfizmi ile ilgili bilgiler Tablo 2.1° de

Ozetlenmistir. BH ile iliskili oldugu diisiiniilen HLA-B51 grubunda ise yaklasik olarak

175 farkli (HLA-B*5101-51131) allel rapor edilmistir (WEB_1).

Tablo 2.1 HLA molekiillerinin polimorfizmi

SINIF GEN ALLEL
HLA-A 1884
HLA-B 2490
HLA-C 1384
HLASINIFI HLAE T
HLA-F 22
HLA-G 49
HLA-DRA 7
HLA-DREB 1194
HLA-DQAIL 47
HLA-DQBI1 165
HLA-DPA1 34
HLASINIFIT HLA-DPB1 155
HLA-DMA 7
HLA-DMB 13
HLA-DOA 12
HLA-DOB 13

HLA-A, -B, -C proteinlerini kodlayan genlerin anatomisi birbirine benzer ve 7
ekzon, 6 intron icerir. HLA simif I gen yapist Sekil 2.5’ te gosterilmistir. HLA-B

agir zincirine ait ekzon ve intron bilgileri ise Tablo 2.2° de 6zetlenmistir (Abbas

1994, Janeway 2005).
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Sekil 2.5 HLA Smuf I gen yapisi

Tablo 2.2 HLA-B51 ekzon ve intron bolgelerinin 6zellikleri

Baz Sayis1 Amino Asit Sayis1 Kodladiz Bilge
Ekzon1 73 24 Sinval Peptid
Intron1 129 -
Ekzon 2 270 o0 ol
Intron2 245 -
Ekzon 3 276 92 ol
Intron3 575 -
Ekzon 4 276 92 o3
Intron 4 104 -
Ekzon 5 117 39 Transmembran Bélge
Intron 5 441 -
Ekzon 6 33 11 Sitoplazmik Bélge
Intron 6 106 -
Ekzon 7 52 17 S“”p]’az;’:]];f“lge ve

Calismamizda Siif I glikoproteinlerinden HLA-B51” in genotiplerini incelemeyi
amagladigimizdan, HLA-B*5101 allelinin niikleotid dizisi (GenBank: AB056860.1)
Sekil 2.6’ da verilmistir (WEB_2).
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Ekzon 1 1 atgcgggtca cggcgoccccy aaccgtcctc ctgctgctct ggggggcagt ggccoctgace
61 gagacctggg ccg

Ekzon 2 T4 gctcoccactc catgaggtat ttctacaccg ccatgtbcccg goccggococgoc ggggagoococo
134 gcttcattgc agtgggctac gtggacgaca cccagttcgt gaggttcgac agocgacgoccg
194 cgagtccgag gacggagoccc cgggcgccat ggatagagca ggaggggccy gagtattggg
254 accggaacac acagatcttc aagaccaaca cacagactta ccgagagaac ctgcocggatcg
314 cgoctcoccocgota ctacaaccag agcocgaggocg

Ekzon 3 345 ggtctcacac ttggcocagacg atgtatggot gogacgtggg goccggacggg cgoctoccoctoco
405 gcgggeataa ccagtacgcc tacgacggca aagattacat cgocctgaac gaggacctga
465 gctcoctggac cgcggocggac accgcggotc agatcaccca gogcaagtgg gaggocggocco
525 gtgaggcgga gocagctgaga goctacctgg agggcctgtg cgtggagtgg ctoocgoagac
585 acctggagaa cgggaaggag acgoctgcagc gogcgg

Ekzon 4 &20 acceccccaaa gacacacgtg acccaccace ccgtbctetga ccatgaggec accctgaggt
&80 goctgggoccct gggcttctac cctgcggaga tcacactgac ctggcagcogg gatggcgagg
T40 accaaactca ggacactgag cttgtggaga ccagaccagc aggagataga accttccaga
g00 agtgggcagc tgtggtggtyg ccttctggag aagagcocagag atacacatge catgtacage
860 atgaggggct goccgaagococc ctcaccctga gatggg

Ekzon 5 897 agccatcttc ccagtccacc atccccatcg tgggcattgt tgotggocctg gotgtcoctag
957 cagttgtggt catcggagct gtggtcgota ctgtgatgtg taggaggaag agotcag

Ekzon 6 1014 gtggaaaagg agggagctac tctcaggetg ogt

Ekzon 7 1038 ccagcocgacag tgoccaggge toctgatgtbgt ctoctcacage ttgaaaag

Sekil 2.6 HLA-B5101 allelinin niikleotid dizisi

Antijen sunumu, as1 gelisimi, doku nakli, otoimmiin hastaliklarla ve antropolojik

iliskilerin arastirilmasi gibi temel ve klinik immiinoloji konularinda 6nemli rol oynayan
HLA molekiillerinin ilk kimliklendirilmeleri serolojik olarak yapilmistir. Gilinlimiizde
gelisen DNA teknolojileriyle yapilan aragtirmalarin sonucunda bu molekiillerin ileri
derecede polimorfik oldugu saptanmistir. HLA sinif I ve sinif II molekiillerini kodlayan
genlerdeki polimorfizm peptit baglanma boélgesinde yogunlasmistir. Peptit baglanma
bolgesindeki polimorfizm, peptid baglanmasmin biyofiziksel dogasi ve kodominant
ekspresyon ozellikleri patojen gesitliligine uyum saglamasi agisindan énemlidir (Kostyu
1997, Klein 2000, Tiercy 2002, Cox 2003). HLA siif I molekiiliiniin kodlayan gen
bolgesinin, promotor dizisi de dahil olmak iizere tiim gen yapisinin polimorfik oldugu
saptanmistir. HLA simif I molekiillerindeki polimorfizm orani genin farkli kisimlarinda
degisiklik gdstermektedir. Ornegin, lider dizide 15/24 amino asitte (%63), al biriminde
47/90 amino asitte (%52), a2 biriminde 41/92 amino asitte (%45), a3 biriminde 21/92
amino asit (%23), transmembran bolgede 20/40 amino asit (%50), sitoplazmik bolgede

ise 7/28 amino asitte (%25) degisiklik oldugu gosterilmistir (Kostyu 1997).
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Antijen sunumunda rol oynayan HLA simf I molekiillerini kodlayan genlerin
ekspresyonu bagisik yanitlara uygun olarak ¢esitli sitokinlerden etkilenebilmektedir.
Ornegin HLA- B51’ in de icinde bulundugu HLA smif I gen transkripsiyonunu,
trankskripsiyonu baslatan faktorlerle etkilesen IFN- y, TNF-o gibi farkli sitokinler
arttirabilir. IFN-y’ nin i¢inde bulundugu interferon ailesinin MHC sinif I ekspresyonunu

indiikleyebildigi yapilan ¢aligmalarla gosterilmistir (Elsen 1998).

HLA smif I molekiillerindeki polimorfizmler en fazla, peptid ve TCR etkilesim
bolgeleri olan peptid baglanma bdolgesinde yer almaktadir. Peptid baglanma olugunun
disindaki 16, 17, 41, 90, 91, 105, 107 ve 131l.amino asitler de ayni zamanda
polimorfiktir. Bolgeye 0zgli polimorfizmler hem ol hem de o2 alt iinitelerinde
saptanmistir. HLA-A molekiillerinde 19 amino asitte, HLA-C molekiillerinde 12 amino
asitte, HLA-B de ise 13 amino asitte polimorfizm gosterilmistir. HLA-B molekiiliinde,
HLA-A ve HLA-C molekiillerinde gdzlenmeyen polimorfizmler mevcuttur. Ornegin 45.
amino asit pozisyonunda 5 amino asitlik yer degisimi gozlenmistir. HLA- B ye 6zgiin
alt iiniteler arasi iligki kuran ve muhtemelen 3 boyutlu yapiy1 koruyan 30. ve 32. amino
asitlerde, yan zincirin disa dogru olan noktalarindaki 46. amino asit, peptid baglanma
olugunun i¢ine dogru olan 59. tirozin amino asitinde ve o2 alt linitesine oturarak, a
heliksi stabilize edebilen 64. amino asitte yer degisimleri gézlenmistir (Kostyu 1997).
HLA-B allelleri arasinda da farkli amino asit degisimleri bildirilmistir. HLA-B51 grubu
icerisinde yer alan HLA-B5101 allelinde diger allellerden farkli olarak 63. pozisyondaki
asparajin amino asidi ile 67. pozisyonda bulunan fenilalanin amino asidinin degistigi
gosterilmistir (Sekil 2.7). Bu amino asitlerin T hiicrelerine antijen sunumunda spesifik

rolleri olabilecegi diisliniilmektedir (Hegab 2000, Tiirsen 2000).

HLA smif I molekiiliiniin, peptid baglanma boélgesini olusturan al ve a2 birimlerinin
polimorfik yapilari olaganiistii cesitlilikte antijen sunumuna olanak saglamaktadir
(Kostyu 1997). HLA molekiillerinin en 6nemli gorevi hiicre i¢i veya hiicre dis1 kaynakli
peptidleri baglayarak T lenfositlerin uyarilmasint ve 0&zgiin bagisik yanitlarin
baslatilmasin1 saglamaktir. Dogadaki patojen cesitliliginin HLA molekiillerindeki
polimorfizmi destekledigi diisiiniilmektedir (Klein 2000). Peptid baglanma bolgesindeki

polimorfizmler, hangi HLA molekiillerinin hangi peptidleri baglayacagini belirlemekte
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ve dolayistyla HLA molekiillerinin peptid baglanma &zelliklerinde degiskenligine yol
acabilmektedir (Abbas 1994). Farkli c¢alismalarda, HLA sisteminde yer alan
genlerindeki polimorfizmlerin, yapi-islev iliskilerindeki degisimlere yol actig1

gosterilmistir (Kikuchi 1996, Sakaguchi 1997).

67— Fenilalanin

63— Asparajin

& —heliks

' +——— 3 = katlamah
& tabaka

Sekil 2.7 HLA-B51 molekiiliine 6zgii iki amino asit degisimi (Mizuki 1992)

HLA smif I molekiillerinde, peptid baglanma bolgesi disinda da polimorfizmler
gosterilmigtir. Her ti¢ sinif I molekiiliinde, a3 alt biriminin 6zellikle membrana yakin
bolgesinde polimorfizmler saptanmistir. Bunun yani sira, bolgeye 6zgii HLA-A igin bes,

HLA-B i¢in ii¢, HLA-C igin dort polimorfizm oldugu gézlenmistir (Kostyu 1997).

Transmembran bolgede ise daha az sayida amino asit degisimleri gosterilmistir. Son
yillarda yapilan ¢aligmalar, sitoplazmik bdlgenin HLA-A i¢in li¢, HLA-B i¢in bir, HLA-
C i¢in dort polimorfik bolge icerdigini gostermistir (Kostyu 1997).

2.6 Behcet Hastalig ile HLA-B51 Arasindaki Iliski

Gilinlimiizde, otoimmiin hastaliklar {izerine yapilan ¢alismalarin sonucu, MHC gen
bolgesi ile MHC gen bolgesinin disinda ¢ok sayida kromozom bdlgesinin bu
hastaliklarla iligkili oldugunu gostermistir. HLA molekiillerinin, hastaligin gelisiminde

dogrudan etkili olup olmadig1 veya bu molekiillerin yer aldigt MHC bolgesindeki diger
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gen veya genlerin etkileri tamamen ag¢iklanamamistir. Ancak, BH gibi otoimmiin
hastaliklarin etyopatogenezi ile ilgili ¢aligmalar, bu hastaliklarin gensel ve cevresel
etkenlerin birlikte etkin oldugunu vurgulamaktadir. Bu nedenle hastaliklar ile HLA’ nin
tek basina iliskisini belirlemek zordur. Buna karsin bazt HLA molekiilleriyle hastaliklar
arasinda kuvvetli iliskiler gosterilmistir. Bunun en tipik 6rnegi HLA-B51 ile BH

arasindaki iliskidir.

Otoimmiin hastaliklar ve iliskili HLA molekiilleri Tablo 2.3’ te verilmistir. (Bodmer
1987, Lancet 1990, Abbas 1994, Schirmer 2001). Calismamizda Behget hastaligi ile
iligkilendirilen HLA-B51’ in genotiplerini incelemeyi amagladigimizdan, bu konudaki

bilgiler daha detayl verilmistir.

Tablo 2.3 Otoimmiin hastaliklar ve HLA iliskisi

Hastahk HI A Alleh Rilatif Risk
Anlkilozan spodilit B27 90-100
Fomatoid artrit DE4 4
Multiple skleroz DER2 4
Insiiline Bagmli DM DR3DR4 3-6
Sistemik Lupus Eritematozus DE2/DR3 3

Behget hastaliginin HLA-B5 molekiilii ile iliskisine dair ilk bulgular, 1973 yilinda
Ohno ve arkadaslar tarafindan Japon Behget hastalarinda gosterilmistir. Yapilan
calismalar sonucu, serolojik olarak kimliklendirilen HLA-B5 molekiiliiniin gen
diizeyindeki caligmalarla HLA-B51 oldugu ve BH ile giiclii bir iliskisi bulundugu
saptanmustir. Ilerleyen yillarda aym iligki Iran, Tiirkiye, Israil, Yunanistan, italya,

Fransa, Isvigre gibi bir¢ok farkli iilkede de gosterilmistir (Ohno 1982).
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Behget hastaliginda gozlenen bu cografik dagilim ve HLA-BSI1 alleli ile yakin
iliskisi, baz1 genlerin hastaligin olusumundan direk sorumlu oldugunu ya da altta yatan
inflamatuvar degisiklikleri kolaylastirmasi sebebi ile hastaliktan dolayli olarak sorumlu
oldugunu diistindiirmiistiir (Mizuki 1992, Mizuki 1997b, Choukri 2001, Kotter 2001,
Mizuki 2001, Kilmartin 1997, Bettencourt 2008, Pinto 2010).

HLA-B51 molekiiliine rastlanma siklig1, Japonya, Cin, Israil, Kore, Iran, irlanda,
Fas, Fransa, Meksika, Ispanya, Portekiz, Yunanistan ve italya’ da yasayan Behget
hastalarinda, saglikli kisilere gore daha yiiksek oldugu rapor edilmistir (Verity 1999).
Genel olarak Behget hastalarinda HLA-B51 allelinin bulunma orant %30-80 olarak
verilmektedir (Zouboulis 1999, Direskeneli 1999). Yapilan c¢alismalardan elde edilen
veriler, Behget hastalarinda HLA-BS1 allelinin bulunma sikligimm %81.8 (Tiirkiye),
%80.6 (Yunanistan), %71.4 (italya) %72 (Suudi Arabistan), %11 (Brezilya), %24
(Ispanya), %30 (Tunus) gibi farkli oranlarda oldugunu gostermistir (Mizuki 1997b,
Koumantaki 1998, Kera 1999, Yabuki 1999, Direskeneli 2001, Mizuki 2007, Atalay
2008, Sakly 2009). HLA-B51 molekiiliiniin dizi analiz ¢aligmalariin sonucunda, Japon
Behget hastalarinda HLA-B5101 allellinin rolatif riskinin %98.1 gibi yiiksek bir orana
sahip oldugu bildirilmistir. (Mizuki 1997a).

Giiniimiizde HLA-B51 molekiiliiniin genotiplenmesi sonucu, bu molekiilii kodlayan
gen bolgesi icin 175 farkhi allelin varligi saptanmistir. Bu verilerle, BH ile HLA-
B*5101 allelinin iligkili oldugu belirtilmistir (Mizuki 1997a). Bunun yanisira, HLA-B51
in BH i¢in patojenik gen olup olmadigi, BH* den sorumlu diger epigenetik faktorlerin
bulunup bulunmadigi, farkli populasyonlarda yapilan caligmalarla aydinlatilmaya

calisilmaktadir (Choukri 2001, Atalay 2008, Liozon 2011).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1 Kullanilan Ornekler

Tez calismamizda; Behget hastasi bireyler ve normal bireylere ait DNA 6rnekleri,
Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali DNA arsivinden
alinmigtir. Bu 6rnekler DNA bankasia konulurken, bireylerden bilgilendirilmis onay
formu alinmig, DNA 06rnekleri saflagtirilmis ve anonim hale getirilmistir. Calismamizda,
Uluslararas1 Behget Hastaligi Calisma Grubu Degerlendirme ve Tan1 Kurallarina gore
BH tanisi almis 35 Behget hastasinin DNA ornekleri kullanilmistir. Kontrol grubu
olarak, 50 normal saglikli kisinin DNA 6rnekleri kullanilmistir. Bu kisilerden alinan kan
orneklerinden DNA Isolation Kit For Mammalian Blood (Roche, Cat.No.1 667 327) Kiti
kullanilarak DNA o6rnekleri saflastirilmistir.

Behget hastasi ve kontrol grubu DNA 6rneklerinin HLA-B genine 6zgii primerler ile
amplifikasyonu gerceklestirilip, DNA dizi analizleri ile gen dizilerinin belirlenmesi

amagclanmustir.

3.2 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polimerase Chain Reaction, PCR)

Behget hastalar1 ile normal bireylerden elde edilen genomik DNA &rneklerinden,
HLA-B bolgesinin ¢ogaltimi igin kullanilan primerler ve o6zellikleri Tablo 3.1° de
verilmistir.  Primerlerin  numaralandirilmasinda ~ HLA-B*510111  (GenBank:
AB056860.1) dizisi temel almmistir. Tablo 3.2 de verilen HLA-B bdlgesinin
cogaltiminda kullanilan 5° ve 3’ primerleri ile PCR karigimlar1 hazirlanarak, ¢ogaltim
dongiileri i¢in 1sisal dongii cihazi (Techgene, Techne) kullanildi. Bu bdlgenin
cogaltimindaki genel PCR bilesenleri Tablo 3.3 de, kaliplarin hazirlanmasinda
kullanilan 1s1sal dongii programi ise Tablo 3.4’ te verilmistir. PCR firiinleri %1 lik
agaroz jelde elektroforez yapilarak jel goriintilleme sistemi (Gel Documentation,

Uvitec) ile goriintiilenmistir.



Tablo 3.1 HLA-B51 genotiplendirilmesinde kullanilan primerler

Primer Kodu Niikleotid Baz Dizisi ( 5' —3') Tm (°C)
1264 GGT CCCAGTTCT AAA GTC CCCACG 71.2
1450 GCA GGC GGG GGC GCAGGACC 82.5
1584 CCG CTT CAT TGC AGT GGG C 60.5
1753 AAC CTG CGG ATC GCG CTC CG 65.9
1944 CAA CTGAAAATG AAA CCG GGT 64.7
2924 GTG GCC TCATGG TCA GAGAC 58.3
2369 CCATCC CCG GCGACC TATAGGAGATG 76.2

Tablo 3.2 HLA-B bolgesinin ¢ogaltiminda kullanilan 5°-3” primer giftleri ve
¢ogaltim sonucunda elde edilen bolgelerin baz uzunluklari

5 primeri | 3’primeri PCR (b¢)
1264 1944 702
1264 2943 1679
1264 2369 1109
1450 1944 516
1450 2369 920
1584 2943 1359
1713 2943 1230
1753 2369 616
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Tablo 3.3 PCR karisimi

PCR bilesenleri Tek tiip icin miktar Derisimler
DNA 2 50-150ng/ 50 pl
Tampon (Buffer Fermantas 10X) 3 1X

dNTPy . (Fermantas) 3 0.5mM
MgCl; (Fermantas) 3 7-16 mM

57 primeri (IDT) 1pl 10 pmol/pl

3" primeri (IDT) 1pl 10 pmol/pl
Tag DNA polimeraz (Fermantas) 1l 10/ pl

Steril dH,0 30 -
Toplam Hacim 50l 50t

Tablo 3.4 PCR igin kullanilan 1sisal dongii programi

PCR Program

105 °C (Kapak 1sitma)

Sicaklik déngiileri Sicaklik Stire

Baglangig denatiirasyonu 95°C 5dk

Denatiirasyon 95°C 30sn

Primerlerin baglanmasi (annealing) 36-65 °C 30sn

Primerlerin uzamas: (extension) 72°C 43sn
Toplam 35 déngii

Son uzama 72°C 5dk

3.3 DNA Dizi Analizi

Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali DNA bankasindan
alman BH ve saglikli normal kisilerin DNA Orneklerinden hazirlanan HLA-B gen
bélgesinin ¢ogaltim iiriinleri ile BECKMAN CEQ™®8000 dizi analizi sistemi
kullanilarak bu bolgenin baz dizilimleri c¢alisilmistir. DNA dizi analizi yonteminde
kullanilan primerler, HLA-B51 gen bdlgesinin ¢ogaltiminda kullanilan primerler ile
ayni olup Tablo 3.1’ de belirtilmistir. Tablo 3.5’ te DNA dizi analizi reaksiyon karigimi

verilmisgtir.
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Tablo 3.5 DNA dizi analizi reaksiyon karisimi

DNA dizi analizi reaksivon bilesenleri | Tek tiip icin miktar
DNA Tul
DTCS mix 11l
Primer (l6pmol/ul) 2
Toplam Hacim 20l

DNA dizi analizi yonteminde, Beckman Coulter Genome Lab™ Methods

Development Kit Dye Terminator Cycle Sequencing (DTCS) Kiti kullanilarak
orneklerin dizileri belirlenmistir. Reaksiyon , 94 °C’ de 20 sn, 55 °C’ de 20 sn ve 68 'C’
de 1,30 dk olmak tizere toplam 30 dongii olarak gerceklestirilmistir.
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4 BULGULAR

4.1 Behget Hastalarina Ait Bulgular

Tez ¢alismamizda kullanilan, Behget hastas1 bireyler ile normal bireylere ait DNA
ornekleri Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi, Biyofizik Anabilim Dali DNA
arsivinden alinmistir. Bilgilendirilmis onay formu ile yazili onaylar1 alinmis kisilerin
periferik kan orneklerinden saflastirilan DNA 6rnekleri, Biyofizik Anabilim Dali DNA
arsivinde anonim olarak korunmaktadir. Arastirmamizda uluslararasi kriterlere gore
Behget hastaligi tanisi alan toplam 35 Behget hastasinin ve 50 normal bireyin DNA

ornekleri kullanilmistir.

4.2 HLA-B Gen Bilgesine Ozgiin Primerlerin Ozellikleri

Calismamizda kullanilan primerlerin HLA-B geni iizerindeki yerlesimleri ve
¢ogaltim sonucu olugsan PCR f{iriinlerinin baz uzunluklar1 Sekil 4.1° de verilmistir. PCR
ve DNA dizi analizi igin segilen bu primerler Cereb ve ark., Mizuki ve ark. tarafindan
HLA-B51 ile ilgili calismalarda kullandiklari primerlerle ayn1 bolgelerde yer almaktadir
(Mizuki 1997b).
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5 El IVs-1 E2 IVs-2 E3 Vs-3 E4 2
72bp 129bp 270bp 245bp 276bp. 575hp 276bp
1753 I 2369
| 616 bp |
1713 2043
‘ 1230 bp
1584 | | | 2943
1359 bp
| 516 bp ‘ 2369
920 by
| :
‘ 702 bp
=
‘ 1109 bp |
‘ 1679 bp |

Sekil 4.1 HLA-B gen bolgesinde primerlerin yerlesimi

HLA-B*510111 (GenBank: AB056860.1) dizisi temel alinarak numaralandigimiz ve
HLA-B bélgesinin ¢ogaltiminda kullanmay1 planladigimiz 5” bolgesindeki primer 1264,
genin promotor bolgesindeki 1264-1287. niikleotidleri arasinda yer almaktadir. HLA-B
bolgesinin, ikinci ekzonunun dizi analizinde kullanmayi planladigimiz, dizinin 5’
ucunda yer alan primer 1450, genin birinci intronunda 1450-1470. niikleotidleri
kapsamaktadir. 3> PCR ve DNA dizi analizi primerleri olarak, HLA-B dizisinin {igiincii
intronunda 2344. ve 2369. niikleotidler arasinda yer alan primer 2369 ve ikinci intronda

1945-1965. niikletidler arasinda yerlesmis olan primer 1944 se¢ilmistir.

HLA-B bolgesinin PCR - DNA dizi analizlerinde istenilen sonuglarin alinmamasi
nedeniyle bu primerlerin disinda Biyofizik laboratuvarlarinda bulunan ve farkli
bolgelerin ¢ogaltiminda kullanilan primerler kullanilmigtir. 5° ucunda, HLA-B geninin
ikinci ekzonununda yer alan primer 1584 (1584. ile 1602. niikleotitler arasinda), primer
1713 (1713. ile 1734. niikleotitler arasinda) ve primer 1753 (1753. ile 1773. niikleotitler
arasinda) ile bu genin ikinci intronu ile ii¢lincii ekzonunun ¢ogaltimi planlanmistir. Bu
calismada, 3’ primeri olarak HLA-B geninin dordiincii ekzonunun 2924. ile 2943.

niikleotitlerini kapsayan primer 2943 de ¢ogaltim reaksiyonlarinda kullanilmistir.
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4.3 HLA-B Bolgesinin Cogaltim Sonuglari

Tez c¢alismamizda, hasta ve normal bireylerin DNA o6rneklerinde, primer 1264 ile
primer 2369 kullanilarak HLA-B bolgesinin ¢ogaltimin1 gerceklestirdikten sonra, bu
cogaltim orneklerinde primer-1450 (5’ yoniinden) ve primer-1944 (3’ yOniinden) ile

HLA-B geninin ikinci ekzonunun DNA dizi analizlerini yapmay1 dngoérmiistiik.

Primer 1264 ve primer 2369 kullanilarak (1109 b¢) uygun Mg™" konsantrasyonunu
belirlemek amaciyla farkli baglanma sicakliklarinda (56, 58, 60, 62, 64 °C) Mg"™
titrasyonlar1 yapilmis fakat bant elde edilememistir. Ayn1 primer ¢ifti ile 72°C’ den
farkli olarak, 56 ve 58 °C’ de calisilmustir (Sekil 4.2). Farkli DNA’ lar ile 64 °C’ de
yapilan PCR sonucu ise Sekil 4.3’ te verilmistir. Tez ¢alismamizda, 1264 ve 2369
primerleriyle elde ettigimiz ilk bulgularda 1109 baz uzunlugunda ¢ogaltim {iriinlerinin
yani sira daha kisa ve daha uzun ¢ogaltim tiriinleri de saptanmustir (Sekil 4.2 ve 4.3). Bu
primerlerle HLA-B bolgesinin ¢ogaltimmi gergeklestirebilmek igin farkli ¢ogaltim
reaksiyon kosullar1 denenmistir. Bu asamada farkli konsantrasyonlarda genomik DNA
ornekleri, farkli Mg*™ titrasyonlari, primerler icin farkli baglanma sicakliklari ile farkli
cogaltim sicaklik siireleri denenmistir. Denemeler sirasinda uygun oldugunu
diistindiigiimiiz ¢ogaltim triinleri ile DNA dizi analizi uygulamalarimizda istenilen
sonuglarin elde edilememesi nedeniyle farkli primerlerle HLA-B bolgesinin ¢ogaltimi

konusuna yogunlagilmistir.
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—> 738bg

1100bg < MR (R ~on AN A

Sekil 4.2 1264-2369 primerleri ile farkli baglanma sicakliklarinda yapilan PCR
sonuglar1 (1-2 numarali 6rnekler 56 °C; 3-5 numarali 6rnekler 58 °C, M: Anabilim

dalimizda elde edilen PCR iiriinlerinden hazirlanan DNA 6rnekleri; 251-596-738 bg)

1109bg <—

Sekil 4.3 1264-2369 primerleri ile 64 °C’ de yapilan PCR sonuglar1 (M: Gene Ruler
DNA Ladder Mix, 100-10000 bg, Fermentas)

Calismamizin bu agsamasinda, HLA-B geninin ikinci ekzonunun DNA dizi analizinde
kullanmay1 planladigimiz 1450 ile 1944 primerleri (516 bg) ile genomik DNA
orneklerinden dogrudan g¢ogaltim iiriinleri elde edilmeye ¢alisilmistir. Primer 1450 ve
primer 1944 ile yapilan Mg"" titrasyonu (14, 15, 16, 18 ve 20 mM Mg™") 64 °C’ de
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gerceklestirilmistir (Sekil 4.4). Yine aym primer ¢ifti ile 10, 11, 12, 13 mM Mg™”
konsantrasyonunda ve farkli baglanma sicakliklarinda ¢alisilmistir (Sekil 4.5). Ayni
primer ¢ifti kullanilarak, 60 °C’ de farkli DNA’ lar ile PCR yapilmistir (Sekil 4.6).
HLA-B geninin ikinci ekzon bolgesinin ¢ogaltimi i¢in primer 1450 ve primer 1944
kullanarak yaptigimiz ¢aligmalarda elde ettigimiz ¢ogaltim iiriinlerinde hedef bolge (516

b¢) disinda da bantlar oldugu tespit edilmistir.

— 500bg

~
516b¢ <— WD GNED SR SRR e

Sekil 4.4 1450-1944 primerleri ile Mg™ titrasyonu (1> den 5’ e kadar &rnekler
sirastyla 14, 15, 16, 18 ve 20 mM Mg™*, M: Gene Ruler DNA Ladder Mix, 100-10000

bg, Fermentas)
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Sekil 4.5 1450-1944 / 1753-2369 primer ciftleri ile farkli baglanma sicakliklarinda
yapilan PCR sonuglar1 (Primer 1450-1944 ¢ifti ile 1-4 numarali 6rnekler 65 °C’ de, 9-12
numarali 6rnekler 66 °C’ de, 17-20 numarali 6rnekler 67 °C’ de, 25-28 numarali
ornekler 68 °C’ de; primer 1753-2369 ¢ifti ile 5-8 numarali 6rnekler 65 °C’ de, 13-16
numarali 6rnekler 66 °C’ de, 21-24 numarali ornekler 67 °C’ de, 29-32 numarali
ornekler 68 °C’ de baglanma sicakliklar ile elde edilen bulgular, M: pUC19/Hinf |
enzim kesimi, 214-396-517-1419 bg)

A EL - —> 500b
516bg < ~ .----_— ¢

Sekil 4.6 1450-1944 primerleri ile farkli DNA’ lar kullanilarak 60 °C’ de yapilan
PCR sonuglar1 (M: 50-1000 b¢ DNA marker, BioBasics Inc.)
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Primer 1264-2369, primer 1450-1944 ciftleri ile yapilan PCR iriinleri kullanilarak
DNA dizi analizi sonuglar1 degerlendirildiginde istenilen verilerin elde edilememesi ve
ikinci ekzonun okunamamasi nedeniyle farkli primer ¢iftleri ile ¢ogaltim caligmalarina

devam edilmistir.

Primer 1753-2369 (616 bg) ¢ifti kullanilarak Mg™" titrasyonu ile 72 °C’ de ¢ogaltim
yapilmustir (Sekil 4.7). 65, 66, 67 ve 68 °C baglanma sicakliklarinda ayn1 ¢alisma tekrar
edilmistir (Sekil 4.5). Ayrica farkli DNA’ lar ile 72 °C’ de yapilan PCR sonuglar1 Sekil
4.8° de gosterilmistir. HLA-B geninin {igiincii ekzon bolgesinin ¢ogaltimi i¢in primer
1450 ve primer 2369 kullanilarak yapilan calismalarda, c¢ogaltim {iriinlerinin
elektroforez goriintiilerinde 616 baz ¢ifti bandinin yani sira alt ve iist bolgelerde de

bantlarin oldugu goriilmiistiir.

ss=—> 500 be

—
— N 1000 bg

Sekil 4.7 1753-2369 / 1450-2369 primerleri ile Mg*™ titrasyonu (Primer 1753-2369
¢ifti ile 1-4 numarali 6rnekler sirasiyla 7, 8,9 ve 10 mM Mg™™ ; primer 1450-2369 cifti
ile 5-8 numarali 6rnekler sirastyla 7, 8, 9 ve 10 mM Mg**, M: 50-1000 b¢ DNA marker,
BioBasics Inc.)
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Sekil 4.8 1753-2369 primerleri ile farkli DNA’ lar kullanilarak yapilan PCR
sonuglar1 (M: pUC19/Hinf | enzim kesimi, 214-396-517-1419 bg)

HLA-B bolgesinin ¢ogaliminda 1264-2369, 1450-1944 vel753-2369 primerlerini
kullandigimiz ¢ogaltim c¢alismalarinda istenilen sonuglar elde edilmedigi i¢in diger
primer ¢iftleri ile ¢alismaya devam edilmistir. HLA-B geninin ikinci ekzonunun orta
bolgesinden dordiincii ekzonu igeren bolgeyi hedefleyen primer 1713 ve primer 2943
(1230 bg) kullanilarak 57 °C’ de Mg™" titrasyonu yapilmistir (Sekil 4.9). 56 °C
baglanma sicakliginda yapilan ¢alismanin sonucu ise Sekil 4.10° da verilmistir. Farkli

DNA’ lar ile 72 °C’ de yapilan PCR sonuglar1 Sekil 4.11° de gosterilmistir.



32

1230bg_<—- — pr—

Sekil 4.9 1713-2943 primerleri ile Mg*™ titrasyonu (1-6 numarali 6rnekler sirasiyla
7,8,9,10, 11 ve 12 mM Mg™™, M: 1230 bg PCR iiriinii)

o — 517bg

—>1419bg

Sekil 4.10 1713-2943 primerleri ile 56 °C’ de yapilan ¢aligma (1-6 numarali
ornekler sirastyla 7, 8, 9, 10, 11 ve 12 mM Mg"™*, M: pUC19/Hinf | enzim kesimi, 214-
396-517-1419 bg)



33
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Sekil 4.11 1713-2943 primerleri ile farkli DNA’ lar kullanilarak yapilan PCR
sonuglar1 (M: pUC19/Hinf | enzim kesimi, 214-396-517-1419 bg)

HLA-B geninin ikinci ekzonunun baslangi¢ bolgesinden dordiincii ekzonu igeren
bolgeyi hedefleyen primer 1584 ve primer 2943 kullanilarak (1359 bg) uygun Mg™*
konsantrasyonunu belirlemek amaciyla 62 °C’° de Mg'" titrasyonu yapilmustir (Sekil
4.12). Ayrica farkli DNA’ lar ile 62 °C’ de gerceklestirilen PCR sonuglar1 ise Sekil

4.13’ te verilmistir.

500bg

—>1359bg

Sekil 4.12 1584-2943 primerleri ile Mg™™ titrasyonu (1, 2, 3, 4, 5 numarali rnekler
sirasiyla; 8, 10, 12, 14 ve 16 mM Mg™, M: 50-1000 b¢ DNA marker, BioBasics Inc.)
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Sekil 4.13 1584-2943 primerleri ile farkli DNA’ lar kullanilarak yapilan PCR
sonuglar1 (M: Gene Ruler DNA Ladder Mix, 100-10000 bg, Fermentas)

Primer 1264-1944 cifti kullanilarak 64°C’ de Mg"" titrasyonu yapilmistir (Sekil
4.14). Farkli DNA’ lar ile 64 °C’ de yapilan PCR sonuglart Sekil 4.16° da gosterilmistir.
Farkli DNA oOrnekleri kullanilarak yapilan amplifikasyonlarda, istedigimiz bolgenin

disinda ekstra bantlar olustugu gozlemlenmistir.

Sekil 4.14 1264-1944 primerleri ile Mg™™ titrasyonu (1> den 4’ e kadar &rnekler
sirasiyla; 15, 16, 17 ve 18 mM Mg**, M: Gene Ruler DNA Ladder Mix, 100-10000 bg,

Fermentas)
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Sekil 4.15 1264-1944 primerleri ile farkli DNA’ lar kullanilarak yapilan PCR
sonuglar1 (M: 516 bg PCR firtinii)

Primer 1264-2943 (1679 bg) cifti kullanilarak farkli DNA’ lar ile 11 mM Mg
konsantrasyonunda, 63 °C’ de yapilan PCR sonuglar1 Sekil 4.16° da gosterilmistir. Sekil
4.17° de ise yine farkl1 DNA’ lar kullanilarak, 16 mM Mg"" konsantrasyonunda, 60 °C’
de ¢ogaltim yapilmistir. Elektroforez sonuglarinda 1679 baz ¢iftine karsilik gelen
bolgenin disinda da bantlar oldugu tespit edilmistir.

= -

1419bg <— e PR N I —> 1679 be

Sekil 4.16 1264-2943 primerleri ve farkli DNA’ lar ile yapilan PCR sonuglar1 (M1:
1679 b¢ PCR firtinii, M2: pUC19/Hinf | enzim kesimi, 214-396-517-1419 bg)
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Sekil 4.17 1264-2943 primerleri ile 60 °C’ de yapilan PCR sonuglari (M1: Gene
Ruler DNA Ladder Mix, 100-10000 bg, Fermentas)

Primer 1450-2369 cifti kullanilarak (920bg), 72°C* de Mg"" titrasyonu yapilmugtir
(Sekil 4.7). Sekil 4.18° de primer 1450-2369 ¢ifti ile 9 ve 10 numarali 6rnekler 68 °C’
de 8, 9 mM Mg™" konsantrasyonunda, 4, 5, 6 numarali drnekler ise, sirasiyla 8, 9, 10
mM Mg"" konsantrasyonunda 69 °C baglanma sicakliginda galisilmistir. Ayni sekilde
gosterilen 7 ve 8 numarali 6rnekler 1753-2369 primer cifti kullanilarak, 68 °C’ de 8, 9
mM Mg™ ile, 1, 2 ve 3 numarali &rnekler ise yine 1753-2369 primer ¢ifti kullanilarak
69 °C’ de sirasiyla 8,9, 10 mM Mg"" konsantrasyonunda gogaltim yapilmustir.
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Sekil 4.18 Farkli baglanma sicakliklarinda 1450-2369 ve 1753-2369 primerleri ile
Mg™ titrasyonu (1, 4, 7, 9 numarali 6rnekler 8 mM Mg™™; 2, 5, 8, 10 numarali érnekler
9 mM Mg™™; 3, 6 numarali 6rnekler 10 mM Mg++, M: pUC19/Hinf | enzim kesimi, 214-
396-517-1419bg)

Farkli pirmer c¢iftleri kullanarak elde edilen veriler disinda, primer 1584-2369,
primer 1713-2369, primer 1753-2943 ¢iftleri ile de ¢alismalar yapilmis ancak herhangi

bir amplifikasyon tiriinii elde edilememistir.
4.4 DNA Dizi Analizi Sonuclar

Primer 1264-2369 ¢ifti ile alti 6rnekte, primer 1753-2369 ve primer 1264-1944
ciftleri ile de birer drnekte cogaltim yapilarak farkli sekans primerleri ile DNA dizi
analizleri gergeklestirilmistir. Bu 6rneklerin ¢ogaltim kosullari, DNA miktari, primer ve
Mg™" konsantrasyonlari ve baglanma sicaklig1 agisindan farklilik gdstermektedir (Tablo
4.1). Cogaltim reaksiyonu i¢in kalip olarak kullanilan DNA &rneklerinden AAO1 kodlu
DNA ornekleri normal bireylere, AA02 kodlu ornekler ise Behget hastasi bireylere

aittir.



Tablo 4.1 DNA Dizi analizi yapilan drnekler ve ¢ogaltim kosullari
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Ornek no DNA Miktar priPm((:&f]eri Primer konsantrasyonu | Mg™ konsantrasyonu ﬁ:f:::;a Di’;:i:::hi
AA01049 3uL 1264-2369 20 pmol 10 mM 56 °C 1944
AA01050-a 3uL 1264-2369 20 pmol 10 mM 64 °C 1450
AA01050-b 3uL 1264-2369 20 pmol 10 mM 64 °C 1944
AA02011 7uL 1753-2369 50 pmol 16 mM 56 °C 2369
AAD2015-a 5uL 1264-2369 20 pmol 10 mM 64 °C 1450
AA02015-b 5uL 1264-2369 20 pmol 10 mM 64 °C 1264
AAD2015-c 5uL 1264-2369 20 pmol 10 mM 64 °C 2369
AA02021 5uL 1264-2369 20 pmol 10 mM 64 °C 1450
AA02025 5uL 1264-2369 20 pmol 10 mM 64 °C 1450
AA02024 5uL 1264-2369 20 pmol 10 mM 64 °C 1450
AA01032 4pL 1264-1944 15 pmol 16 mM 60 °C 1944

Primer 1264 ve primer 2369 (1109 bg) ile AA01049 numarali rnegin, 10 mM Mg**

konsantrasyonunda 56 °C’baglanma sicakliginda hazirlanan PCR iiriinii, primer 1944

(3’ yoOniinden) ile yapilan dizi analizi reaksiyonunda kalip olarak kullanilmistir.

Cogaltim sonucu elektroforez goriintiisii Sekil 4.19° da DNA dizi analizi sonucu ise

Sekil 4.20° de gosterilmistir.

1100bg <—f s

AAD1049

Sekil 4.19 AA01049 numaral1 6rnegin PCR sonucu
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AADT049 R SEQ.FO8_1202271624

ZZBE 23200 2310 2320 2330 2340 2350 23260 2370

Reference TAAE—CT——TTGCCG—T—CGTAGGCGTACTGGTTAT—GCCCGC—GG—AG—GAGGCGCC—CGTCCGG—CCCC—AC—GTCGCAGCCA

Sequence TAMEGCTAAGYGCCGCTACCTCGGTTTAGTCGCMCYCGCYGGCAGGGAGMGCKGCCCCGCTTCCGSGCCCCCACGSTYSCAGSCR

Consensus TAAE+CT++*TGCCG+T+C*T*GG**TA*T*G***T+GCC*GC+GG+AG+G*GGC*CC+C*TCCGG+CCCC+AC+GTCGCAGCCA
Error lﬁ 664 686831 23 2 3 441 & Z 8 @ G_j 3 86 3 5] 6 &

»

Analyzed Data

410 420 420 44 460 440 40 4z0 480 00 510 &0
BCT 0G0 COSCT MO0 TOD @ TTT AGTON CHOYC G CYD GOA G054 GINCG CDC C GOTTC C 06 O0DC CACGET Y BCACECRTACM TCETCTOCCMAGT BT GA GACCCTEGCE CEOCC COCEaTen

54 L
i
a5
Hl

15

: Mol ﬂ an‘Nu“.lJauud l th.ﬂ.rl il l»,u Ui Y JJlr.-.t.

frfmrtrprehre

o

s000 5250 8500 8750 5250 8500 5750 10000

BO0g
eta Fointr
] B
1| TATCATAGCAGGEEATEEC TCGCTCCGCGAGCCCAGCCETTGC TCCACCGCS TTCADC CEETCCSCTTCEWCECCGLS GGAKAGRCCTC
90 [ CECATTACGTTYGCTE TRATCGYCCGELGTARACGTAS ARCGATGCKGES GLGACGACS GYAGCCGCACCGES TCGCMCUYGC TS ARCGTT
179 | GATC @K GEEECEEEACTCSAGGETS AAAGECTTECC TETGCGC G TTCAGL GGEEEAAGGL GLGEACACACTCGCGECRCCTTCTTGECTG
268 | GCETEGEEAGETECARGTCCGTAGGAS GECGCAGCTUGCEWAGCK LS GECELEEACECECWOS SARGCGC AR M TGCGRAAGECTCECC
357 |KCGCKECGAAGTEGAS GACTTGC TWEAGTE CEYGTECCCAR TAMEGC TAAGYGCCECTACCTCGETTTAGTCECHMCY CGUY GEUAGGER
446 | GMGCKGCCCCGCTTCCEE GCCCCCACGE TYS CAGE CRTACHMTC S TC TG CMAGTETGAGACCCTGELCCEECCCECEETCAGCACCETC

035 |CCOCGAGLCCOECCCCGCCCCGACCAR

Sekil 4.20 AA01049 numarali 6rnegin primer 1944 ile DNA dizi analizi sonucu

Primer 1264 ve primer 2369 (1109 bg) ile AA01050 numarali érnegin, 10 mM Mg**
konsantrasyonunda 64°C baglanma sicakliginda hazirlanan PCR {irtini (Sekil 4.21) iKi
farkli DNA dizi analizi reaksiyonu i¢in kalip olarak kullanilmistir. Primer 1450 (5°
yoniinden) ile yapilan DNA dizi analizi sonucu Sekil 4.22° de, primer 1944 (3’

yoniinden) ile yapilan DNA dizi analizi sonucu ise Sekil 4.23” te verilmistir.

1109bg <

AAD1050

Sekil 4.21 AA01050 numarali 6rnegin PCR sonucu
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AADT050 REVERSE |

. 2270 2280 2290 2300 2310 2320 2330 2340 23
Reference [‘AET GETTATCCCCGCGEAGCAGCCGCCCETCCGGCCCCACETCECAGCCATACATCGTCTGCCAAGT GT GAGACCCT GECCCCGEE
Sequence [‘AET GETTATCCCCGCGGAGCAGCGCRCCCETCCGGCCCCACGT CGCAGCCATACAT CGTCT GCCAAGT GT GAGACCCT GGCCCCGE
JONSENnsus [‘AET GETTATGCCCGCGEAGEAGECGCCCGT CCGGUCCCACGT CGCAGCCATACATCGT CT GUCAAGT GT GAGACCCT GECCCCGEE

Ermor| i
[ i

Analyzed Data

50 b 110 120 130 140 150 1810 70 130
FACTGGETTATGCCCGCGGAGG AGGCRCCCGT CCGGCCCCACG TECGCAGCCATACATCGTCTGCCAAGTGTGAGACCCTGG CCCCGGCCCG

2000 2350 2500 780 000 3250 3500

1| TCTECTECGEGAGTGARTC GTAGAGECGACCEEC TETC LGl CGCEETCCAGGAGC TCAGETCCTCETTCAGGECGATG TARATC TTTGCC
90 GTCGTI\GGCGTAETGGTTATGCCCGCGGAGGRGGCRCCCGTCCGGCCCCRCGTCGCAGCCATACATCGTCTGCCRAGTGTGAGACCCTG
178 | GCCCEElCCCGrEE T AGCACCETCCCCC GRECCCCGICCCGCCCCGRCCARCC CGL GGEEATT T TEGCC TCARC TGARR A TERAACT
268 | GEETARACRCECCTEGEEC TCTCECCEETCGRGGG T TEEG GEETCCCGCEECCTCAGGEAGECGEATC TCGEACC CGEAGACTCEGE
357 |GCGARC

Sekil 4.22 AA01050 numarali 6rnegin primer 1450 ile DNA dizi analizi sonucu

AADT050 R SEQ.HD8_12022716%YM

. 2250 ZZ60 2270 2280 2280 2300 2310 2320
Reference ETCGGG*CGAT GTAATCTTTGCCET C-GTAG- GCGTACTGETTAT GCCCECEEAGEAGGCGCCCET CCGGCCCCACET CECAGCC
Sequence EKSGGGACGRT GTRRTBERTGCCGTMTGTAGT GCRTACY GETTAT BCCCGCRGAGGAGGCGCCCGT CCBGCCCOWCETCICAGE R

Consensus ETCGGG+CGAT GTAATCTTTGCCGET CHGTAGHGCGTACTGETTAT GCCCECEEAGEAGGLECCCGT CCGECCCCACET CECAGCC

Error [ ] =] =] =]
] 0]

Analyzed Data

a0 100 110 120 130 140 180 150 I
GCEMC GRTGTRRET 2 KETGCCGTUMTC TAGTG CKTACY GGTTATECCCGCE GAGGAGGCGCCCG T CCEGCCOCOCACG TCECAG 58 ERTAC

Tt
S

n
1 1
750 2000 2250 2500 0 000 250 2500 arsy
Data Polnts

- Bl
1| GCECTC TG TG G TEGAGTGEAATCGTAGAGECGUAGE CGEC TAGTECS LGS GCGEWCS SACS AQITCWGECYS CKCGCTKSEGGGR
90 | CGRTETRRTSKK TCCGTMTGTAGTGCK TACYGGTTATS CCCGCKGAGGAGGCGCCCEGTCCBGCCCCWC GTCS CAGESRTRCY TCGTCT
179 | GCMMHGTGTGAGACCCTGECCMCGCGCCCCKMGETS AGCACTCGTCCCCCETAGCCCCEMCCCCGRCCCCGACCRRE CCGCRGGGEATT
268 |HTGECCTSRACTEARMATKAWACCRGGTAVRCRY GCMTR GGECKCWCGCSREYCRAGGETC TGGECGEETCCCGCGECCWCAGEGAGEC
357 | GAGARTCTC GGRCCC TGER

Sekil 4.23 AA01050 numarali 6rnegin primer 1944 ile DNA dizi analizi sonucu

Primer 1753 ve primer 2369 (616 bg) ile AA02011 numarali érnegin, 16 mM Mg*”
konsantrasyonunda 56°C’baglanma sicakliginda hazirlanan PCR {iirlinii Sekil 4.24° te
gosterilmistir. Primer 2369 (3’ yoniinden) ile yapilan DNA dizi analizi sonucu ise Sekil

4.25’ te, verilmistir.
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500bg

AAD2011

Sekil 4.24 AA02011 numarali 6rnegin PCR sonucu

1048 R.D301-1048 KALIP 03.29.12-2 - 1048 R.D301-1048 KALIP 30.03.12 analiz |

ZESD 2260 2270 2280 2250 2300 2310 2320 2330
Reference 'rTCA—G— GECEATGTAATCTTTGCCETCGTAGECGTACTEETTATCCCCGCCEAGEAGECECCCGTCCGELCCCACET CGCAGCC.
Sequence .TCACGCGGCGAT GTARTCTERGCCGES STRGGCGTASKGEN Y AT GCCCEMGGARGACGCECcCET SCGECCCCACS TMECMGM,
lonsensus }TCA+G+ GGECEAT GTAATCTTTGCCGTCETAGGCGTACTGET TATGCCCGLGGAGGA* GCGCCCGT CCGECCCCACGT CGCAGCE.

Error I a a 3
. IL]

Analyzed Data

45 4 210 2 230 0 250 260 arn 280 B0 210
T[T|EsEness EE A TGTARTCT KEGCEGK S STRG GCGTASKGGENYAT CCCCGMEG ARG ACGOOE eCGT 5€ GCCCCACSE TMHONGMCAT A% AT CKOBT GG COWEN G 4

35 !-f’l“vhh o u 'n.il-*..“ lt.‘lﬁ«lh U l ‘ ll‘ Al AL an.“l “l H_‘!Ld!“

Taon

i i
1| CGGCETTETCAGGCACGAGTCC TACCGTATCACCCGC TC TAC TTCCACGACGATGGTTCAY GCCGMGMGCGCRY TTCCACS ACACHS TGC
90 | CECKSYAGCWEHAGATGCCTCTSWEC CYTECWGS SS CTCWCRCGRE GCCGCCWCMCAC TY GMGC TR GWGATC TGAGCGCGCKGTETCC
179 | GCCGCEEWCCAS GAGCTCRAGK CCWCR 'IﬁCAC GCGECEATETARTCTEEGCCGES S TRGGCETASK GENYATGCCCEMEEAR GRACECGEC
268 [cCETSCEECCCCACS TMRE CMGMCATAYATCKDB TGC CDWERGHK AGAS CS TGECCCCEECCCCGUGETCAGCACCETCCCCCGAGCCCC
aA57 (GCoo

8500 anog &500 ooy
Data Paint

Sekil 4.25 AA02011 numarali 6rnegin primer 2369 ile DNA dizi analizi sonucu

Primer 1264 ve primer 2369 (1109 bg) ile AA02015 numarali rnegin, 10 mM Mg**
konsantrasyonunda 64°C baglanma sicakliginda hazirlanan PCR sonucu Sekil 4.26° da
gosterilmistir. Bu PCR {iriinii, ii¢ farkli DNA dizi analizi reaksiyonu i¢in kalip olarak
kullanilmistir. Primer 1450 (5’ yoniinden) ile yapilan DNA dizi analizi sonucu Sekil
4.27° de, primer 1264 (5’ yoniinden) ile yapilan DNA dizi analizi sonucu Sekil 4.28’ de,

primer 2369 ile yapilan DNA dizi analizi sonucu ise Sekil 4.29’ da verilmistir.
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AA02015

Sekil 4.26 AA02015 numarali 6rnegin PCR sonucu

AADZ015 F SEQ.G09_12030115KT

B10 2220 2230 2240 2250 2260 2270 22680 2290
Reference 1EGCCGC GETCCAGGAGCT CAGGT CCTCGETTCAGGGCUGAT GTAATCTTTGCCGT CEGTAGGCETACT GGT TAT GCCCECEEAGGAGE
Sequence 1EGCCGC GETCCAGGAGCT CAGGT CCTCGETTCAGGEEEAT GTAATCTTTGCCGT CEGTAGGCEEACT GGT CAT GCCCECEEAGEAGE

JONSENsus 1EGCCGCGGT CCAGGAGCTCAGGT CCTCET TCAGES* GATGTAATCTTTGCCGTCGTAGGCE* ACT GGT * AT GCCCGCEEAGGAGE

Error | i 2 4 4
| D
Analyzed Data

£ F 0 =0 0 250 0 m

C|C |G CC GG GG T CC AaGE a GC TG4 G G TCC TCGE TT CAGG GG Ga TG Ta AT CTTTGCCGTGCGTAG]H
ok
s
3
s
2
14 /\
n

Il ]

1 |ACGGATCTTCCGAGETGC TRC TGLGCCTETCNCCCCETATAC TCCGL TACGACGTTCAC TCETCGTCGCGTACGTCGLGAGNGCGLGCA

90 | CGNCGECGACGCCETCGCCACCCGAGTGATCATGECGC TCGAGC TG TAGC TTGCCGEELGCEATCCAGCGEAGC GCGACACATCGCGCA

179 CCTCTTGCTGCGTGGAGGTGAATCGTRGAGGCCGCGGTGTCEGCCGCGGTCCAGGAGCTCAGGTCCTCGTTCAGGGGGATGTAATCTTT

268 | GCCGETCETAGGCGEACTGETCATGCCCECGEAGEAGECGCCCETCCEECCCCACGTCGCAGCCATACATCCTC TECCTAATETEAGRACT

357 |CTGECCCCGECCoCGCEETCAGCCCCGTCCCCCGAGCCCCGCCCUGCCoCGACCARCCCOLEEaEATTTTGGC TCAAC TEGARATGARLCC
446 | GGAACCCTGEGEGE

Sekil 4.27 AA02015 numarali 6rnegin primer 1450 ile DNA dizi analizi sonucu
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AAD2015 F AMP.C09_12030115KH

2240. 2250 2260 2270 2280 22920 2300 2310 2320
Reference AGGGEGATGTAAT C-TTTGCCGTCGTAG-GCG—-TACT-GET-TATGCCCGC - GEAGGAGGCGCCCG-TCCGECCCCACGT CGC,
Sequence AGGGEGATGTAAT CCTTTGCCGTCGTAGT GCGGETACTTGETCTAT GCCCGCCCEAGCAGGCGCCCEETCCGECCCCACGTCGE,

Consensus AGGGEGATGTAAT CH+TTTGCCGTCGTAGHGCGH4+ TACTHGET+HTAT GCCCGC+ GEAGCGAGGCGCCCGHTCCGECCCCACGT CGE,

Error [ | 6 6 66 6 & 5 5
_ ]

Analyzed Data

0 =0 240 250 260 awn
W TG Ta &4 TCOTTGE CGETEGTALGNGE GEF AC TTEGE TOAL TGECCE GME G 4G LG FCCCCCETCCE GC(

4250 4500 4750 000 5350 5500 5750

mats Paints

1| CCCCGTTARCCETCACACGTCC THETC TG TAC TC G CAGTEEECACTCECGRCCCETCGCATC CCAGTTETATC TGECGC TCETET!

90 | ETAGCTTGCCETETECGATC CAGC GEAGECGC GACACATTCGC GCACC T TTGC TG G TEGAGTEATC TEAGC CGC GG TE T CGC TG

178 | GEETCCAGEAGCTCAGETCCTC GTTCAGGGEGATGTRATCCTTTGCCGTC GTAGTECEEETACTTGETCTATGCCCGLCGEAGFAGECT

268 |CCCEETCCGECCCCACGTCGEAGC CCATACATCCETC TEGECCATAGGATGETCAGGACCCCTTGECCCCGEECCCCCCECGEETTCAL
357 |CCACCCETCCCCCGEAAGCCCCCCGCCCCCETTTTTTTTTT

Sekil 4.28 AA02015 numarali 6rnegin primer 1264 ile DNA dizi analizi sonucu

100051 R amp.HO9_10123015NU & New Analysis : Untitled |

21EEI 2190 2200 2210 2220 2230 22410 2250 2280
Reference CCCECT TECGECTEEET GATCT GAGCCECEETETCCGCCGCGET CCAGGAGCT CAGGT CCT CGT TCAGEECGAT GTAATC-TTTEC
Sequence CCCECTT GCGECTGEETGAT CT GAGCCGCEETGTCCGUCEUGET CCAGGAGCT CAGGETCCT CET TCAGGCCGAT GTAATCCTT TEC

Zonsensus CCCECTT GUGCTEEETGAT CT GAGCCGCEETGT CCGCCECEET CCAGGAGCT CAGETCCTCGT TCAGEGCGAT GTAATCHTT TGO

Error l 5]

] i

Analyzed Data

E Jri 1 150 200, 210 220
MECH|cTTGE cofT 66T GATET GAGOCOEEGETETECCEGECCGEGE 6 TEOAGSE AGECTCAG 3TCCTES T TCA G {E

500 2500 2000 100 200 3300 340 3500 3600 3700 3500 3500 000 4100
Data Painti

il ]

1| ATATTCARCGGECCECATCCCCEECAGCACCEGAGARGC CCGACGAC G TTGCGEECETECTACCCECCCGEETCACCAGGTGATETCAC

an GCGGAGCCACGCCACGCACAGGCCCGCCAGGTAGGCTGCTAGTGCCTGCTGCCGCCACACGGGCCGCCTCCCECTTGCGCTGGGTGATC

179 | TGRGCCGCEETETCCGCCGCGETCCAGGAGC TCAGGTC CTCGTTCAGGGCGATETAATCC TTTGCCGTCGTAGGCGETACTGGTCATGEC

268 |CCECGEEAGEAGGCGCCCETCCGECCCCACGTCGCAGCCATACATCC TC TECACATAGA TG TGAGACCC TEGCCCCGECCCCCGCCEETT

357 |GTCGCACCETCCCCCCGAGCCCCGCCCCGCCCCEACCARCCCGCCGEEEATTEGCCTCATTTTTTTTTT T TATGARAAC CCGEEETARD
44/ | CNCGCCTGEEECTCTCGCCEETNAC GGG TTC TEEEEECGEEET

Sekil 4.29 AA02015 numarali 6rnegin primer 2369 ile DNA dizi analizi sonucu

Primer 1264 ve primer 2369 (1109 bg) ile AA02021, AA02024 ve AA02025
numarali drneklerin, 10 mM Mg"™" konsantrasyonunda 56 °C baglanma sicakliginda
hazirlanan PCR {irlinleri, primer 1450 ile yapilan dizi analizi reaksiyonunda kalip olarak
kullanilmislardir. PCR sonuglar1 Sekil 4.30” da, AA02021’ in DNA dizi analizi sonucu
Sekil 4.31” de, AA02025’ in DNA dizi analizi sonucu ise Sekil 4.32 de gosterilmistir.
AA02024 numarali 6rnegin DNA dizi analizi yapilamamistir (Sekil 4.33).
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AAD2025 AAD2024 AAD2021 M

Sekil 4.30 AA02021, AA02024 ve AA02025 numarali 6rneklerin PCR sonuglari

AAD2021 SEQ F.D10_12030215U7

o0 B z2zo0 2210 2220 2230 2240 2250 2260 2270
Reference |- GC-p§G——GETCA--TC———T-GAGCCG-—-C-GG-TETCCECCGCGET CCAGGAGCT CAGGT CCTCET T CAGECCGATGTAATCT!
Sequence 'TGCGEGGAGGTGAAGTCCCGTAGAGGCGCACCGGCTGTCCGCCGCGGTCCAGGAGCTCAGGTCCTCGTTCAGGGCGATGTAATCT'
JONSEnsus !+GC+G++GGTGA++TC+++T+GAG*CG++C+GG+TGTCCGCCGCGGTCCAGGAGCTCAGGTCCTCGTTCAGGGCGATGTAATCT'
Error| 5 ] 66 66 G666 2 66 6 & - 5
»

Analyzed Data

45 £ g 180 7 10 a0 200 210
CGHT|G 6 AGGTE MGFCOS T GAG GOGCACC G © TG TGCGC G CCGCG G TCCAG G AGSC TCAG G TECGCG TCGS T TCA &

290
Cata Folnts

u |

1| TGTACCCCCGCTCGCCCCETARC TCGL TARCGTCC TG TCGTCGUGTACTCGLGEEEGCAGCGLGACCGTCECACCCAGTTGATCATGCG
90 CTCCGAGTCGTAGCTGCCGGGCGATCAGCGGAGCGCGACACATCGCGCRCTCTGGCTGCGEGGAGGTGARGTCCCGTAGAGGCGCACCG
179 | GCTGTCCGCCGCGETCCAGGAGCTCAGGTCCTCGTTCAGGGCGATETAATC TTTGGC CGTCGTAGGCGTACTGGTTATGCCCGCGGAGE
268 |AGGCGLCCETCCOECCCCACGTCGCAGCCATACATCCGTCTECCAATAGATGTGAGACCCTGGCCCCGECCCCGCEETCRAGCACCETTC
357 |CCCCGNAGCCCCGCCCTCTGTTTTC TTC TCTGTACCCCARACCCCLCGCLCGEEEGEEEETAATTTTTTTT TTGGEGEGCCCCCTTTCE
446 | CAAARRACCCTTTEGERARAARAAARAA TTTEGARAAARAAACCCCCEEGEEGEETTARAARACCGECCNGECCCCCTGEEEE

Sekil 4.31 AA02021 numarali 6rnegin primer 1450 ile DNA dizi analizi sonucu
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AAD2025 SEQ F.G10_12030215WR

.2180 2190 2200 2210 2220 2230 2240 ZZ50 2Z¢
Reference RC—TGCGCT G-E-GT-GA-TC-T-GAG-——-CC-GCGETG-TCC-GoC-G-CEG-T-CCAGG-AGCT CAG-GTCCTCE-TTCAGGEC
Sequence SGEAT GNE-TGAGAGCT ACGACT CCTACACCCACCCCCEETGET CCCGCCCEECEEET TCCAGGCAGCTCACTGT CCT CEET TCAGGEE

Consensus **+TG=G—TG+ G+ET+GATTCHT+EAGHH+HCCH*CEETGHTCC+GCC+ G CGEGE+ T+ CCAGGHAGC T CAGHGTCCTC G+ T T CAGGEE

Emor|1z2ls 75 66 6 6 66 666 63 a a 6 6 6 6 a 5 f
2|
2,16, 4.00 Analzed Data
» a0 a0 e 220 20 o B T w0
GO AT GN BT G AGCGe O Te GAC TCOD TAG A3 0 B CCCC C GOT GOT OGO OO0 OO0 G006 TIC Co GO0 o4 0 C T CaoTo T CCTCoET TCooA O G0N 0 4T 6 TaeaTCccT To

40
35
a0
25
0
15
10
0.5
00

:
I
4500 4750 5000 §
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179 | GGCGACTCCAGETCGTAGC TTGACCGGCGCATCAGCGAGAGCEAGACACTCGCGCATCCTC GGEATGNGTGAGAGTAGAC TCCTAGAGS
268 | CACCCCCEETGEETCCCGCCCEECEEETTCCAGEGAGC TCAG TG TC CTC GG TTCAGGENGATG TRATCC TTGC CGTCGTAGECGTAC TS
357 | TTATGCCCECGEAGEAGECECCCETCCGECCCCACETCECAGCCATACATCACC TGEAAAGTETE

Sekil 4.32 AA02025 numarali 6rnegin primer 1450 ile DNA dizi analizi sonucu
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90 | GNEARRRCTCCAAC TGNCGEEC TARRACACCACACACGARACGATC TTEECGCARAGAGARACARCATCCCCCCRAGARCACAGAR R A CACC
178 | CCCAGRANTANANCCCCCCCCARCARCGATC TACATGGANCCGETC GGG TAC GATCAGARAGC GETECGCCCCCCACCGAGC AR GAGE
268 CGCACACTCACNATTGACTCANTAAGCGTCACTCAGAACTGAAAGAACTGTCAGATGTCGTGTANCCAGCCGAAAGAAGGAGCGGEGGG
357 | ACAACCAGTCCGACGACCCARCCCARATAGTCAATC GAARACC GAAAGAGAACGAAGGAAA TAGAAACAATACAANTANGAAAGARGEC
444 | CARCAGCGCAACACAR AR A TAGAR A TACAACCAGAACAACAGRACAAGAAGARATCCAACARAAAAGARRACAACARARCARAAGARGE
535 | GTARCACAATACGGAAATARA ACARAAGAAGAAGAACCCAGRARA A A TAAGAAAGTTARRAAR AR TATCCTTCCCAATAAATARGARACC
024 | CCACCCCARR

Sekil 4.33 AA02024 numarali 6rnegin primer 1450 ile DNA dizi analizi sonucu

Primer 1264-1944 cifti ile (920 bg) AA01032 numarali drnegin 16 mM Mg*™
konsantrasyonunda 60 °C baglanma sicakliginda cogaltim yapilmistir (Sekil 4.34).
DNA dizi analizi reaksiyonu primer 1944 ile hazirlanmis ancak analiz yapilamamistir

(Sekil 4.35).
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500bg
AA01032
Sekil 4.34 AA01032 numaral1 6rnegin PCR sonucu
A#D1032 R.E05_12020916J8 -4 New Analysis : Untitled |
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Reference !CTGATCCCCCTTCTCCTACACCAGE
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lonsensus | (CTGATCCCCCTTCTCOTACACCAGE +HH+++ttttttttttttttttttttttrttttttttrttrtttttrtttttttnttts
Error I
] s
5.34, -0.17 Analyzed Data
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;< CEGG G GGEGG GCCCATCCEGET COGOECCAGT G 60 GG MACA CACH B A GGGET N OG0 © COCAGE GL GGG GTTTAT HCGCC GG TE TE BH C

T

CCGGEEEEEECCCATCCGEETECCEELCCAGTEEECGEATACACACACGAGGGETNC GTGCCCCAGGEAGGEETTTATTECGCCGETC

90 | TEGTGEHNCACERC TCGCGEGCEECGCTCGECCCERRRTAGCC TCACGTAGRRARCCTCCCCATTEGEANC G GTRGEC TC CTCGC THECGEGEE
178 | NACGHNAGCGCCCCECTEGEEECGEEECTC TG GETCECGAGTEAGAC TG TGEEAACGETEGACCTEACGEEEETC GEEAGEGARACGE
268 | CCTCTETEEGEEAGTAGCAGEEGCCGCCCEECEEEEC TCAGERAACCCGETTECEETECCEEEAGGACGEETC GEEGACCAGETGETCACT
357 |CCECCOTCCCCTEEECCTCCCCCCAGTGEECCTTECCCCECCCTCCCCGTCGLGCAAGEEETTTARTT

Sekil 4.35 AA01032 numarali 6rnegin primer 1944 ile DNA dizi analizi sonucu

Tez c¢alismamizin son asamasinda, AA01049, AA01050, AA02011, AA02015,
AA02021 ve AA02025 numarali orneklerin okunabilen DNA baz dizileri HLA-
B*510111 (GenBank: AB056860.1) geni iizerine yerlestirilerek baz benzerlikleri veya
farkliliklar1 tespit edilmesi planlanmisti. Bu ¢alismayla ilgili sonuglar EK-1 boliimiinde
verilmistir. BH ve normal saglikli bireylerin HLA-B bdlgesine ait DNA baz dizileri
HLA-B*510111 baz dizisiyle karsilastirma sonuglarinda beklenmeyen sonuglar elde

edilmistir. Birincisi, HLA-B geninin ikinci ekzonunun DNA dizi analizi igin
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kullandigimiz primer 1450 ile elde edilen (AA01050, AA02015, AA02021 ve AA02025
numarali 6rnekler) baz dizileri ikinci intron-ii¢lincii ekzon-tigiincii intron bolgelerini 3’-
5’ yoniinde okudugu saptanmustir. Teorik olarak, primer 1450 birinci intronda yer
almakta ve DNA dizi analizlerinde baz dizilerinin 5°-3" yoOniinde okumasi
beklenmekteydi. ikincisi, primer 1944 (AA01049 ve AA01050 numarali Srnekler)
ikinci intronda yer almasina karsin DNA dizi analizi sonuglarinda ikinci intron-tigiincii
ekzon-tigiincii intron bolgelerini 3°-5 yoniinde okudugu tespit edilmistir. Bu primerin
3’-5’ yoniinde ikinci intronun baslangi¢ boliimi-ikinci ekzon-birinci intron-birinci
ekzon bolgelerini okumasi beklenmekteydi. Primer 1264 (AA02015 numarali 6rnek)
genin 5’°-3” yoniinde ve birinci ekzondan baglayarak okuma yapmasi beklenirken, ikinci
intron-iigiincti ekzon-iiglincii intron bolgelerini 3°-5" yoniinde okudugu saptanmuistir.
Primer 2369 (AA02011 ve AA02015 numarali 6rnekler) 3’-5’ yoniinde ve ikinci
intronun baslangicindan baz dizilimini belirlemesi gerekirken, bu primeri de kapsayan
bolgeden itibaren baz dizilimini okudugu tespit edilmistir. AA02024 ve AA01032

numarali 6rneklerin ise DNA dizi analizlerinde okuma yapilamamuistir.



48

5. TARTISMA

[k tanimlanmasinda iiveit, a1z ve genital iilserlerle tarif edilen Behget hastaligmin
giinimiizde vaskiilit, artrit gibi doku tutulumlarinin yani sira merkezi sinir sistemi,
gastrointestinal sistemle birlikte kalp, bobrek ve akciger gibi organlarin etkilenmesi de
klinik bulgulara dahil edilmistir. Farkli cografyalarda BH’ nin goriilme siklig
arastirilmis olup, Kuzey Amerika ve Ingiltere’ de 1-2/1,000,000, Japonya’ da 13-
20/100,000, Ipek yolu iizerinde bulunan Akdeniz, Orta Dogu ve Uzak Dogu iilkelerinde
1-10/10,000, Tiirkiye’ de ise 110-420/100,000 oldugu bildirilmistir (Pinto 2010). Behget
hastaliginin klinik bulgular1 ve cografik dagilimi, hastaligin gensel ve cevresel
etkenlerin karsilikli etkilesimleriyle ortaya c¢ikabilecegi goriisiinii desteklemektedir

(Horie 2009).

Behget hastaligi ile HLA-B51 iligkisi ise ilk kez serolojik olarak 1982° de Ohno ve
arkadaglar1 tarafindan gosterilmistir. Daha sonraki yillarda yapilan ¢alismalarda ise
HLA molekiillerini DNA diizeyinde kimliklendirme c¢alismalarinin bagslangicinda,
HLA-B5 glikoproteininin HLA-B51 molekiilii oldugu tespit edilmistir. HLA-B51 ile
BH baglantis1 Japon, Cin, Arap, Tirk ve Yunan toplumlarinda saptanmistir (Mizuki
1992, Hegab 2000). Gelisen DNA dizi analizlerinin uygulandigi arastirmalarda, BH ile
iliskisi oldugu diisiintilen molekiiliin HLA-B5101 alleli oldugu bulgusu elde edilmistir.
Insan genom projesi kapsaminda MHC gen bélgesi, MHC-otoimmiin hastalik iliskileri,
as1 gelisimi ve doku nakli ile ilgili aragtirmalarda, MHC bolgesindeki polimorfizmler
tespit edilmistir. Giinlimiizde sadece HLA-B5101 allelinin 175 alt grubu oldugu
belirlenmistir (Mizuki 1992, Hegab 2000, Atalay 2008). Genel olarak, otoimmiin
hastalik-HLA baglantilar1 kavramlarinda oldugu gibi, Behget hastaligi-HLA-B51
baglantisinda da bu molekiillerle hastalik olusumu arasindaki iligkiler tam olarak
aciklanamamaktadir. Bu konuyla birlikte HLA molekiillerini kodlayan gen
bolgelerindeki polimorfizmlerin de saptanmasi, otoimmiinite gelisiminde HLA
molekiillerinin islevlerinin etkin olmadigi kavrammi da gii¢clendirmektedir (Atalay
2008, Pinto 2010).
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Insan 6. kromozomunun kisa kolunda yerlesmis olan MHC genleri, genellikle T
lenfositlere antijen sunumunda rol oynayan proteinleri kodlayan genleri igerir. Antijen
sunumunda gorev yapan HLA smif I ve smif II molekiillerinin ekspresyonu
kodominanttir. Dolayisiyla bir bireyde hem anneden gelen, hem babadan gelen HLA
molekiillerinin ekspresyonu ile dogadaki patojen cesitliligi ile uyum saglamis olur.
HLA-B51 molekiili MHC boélgesinin telomerik boliimiinde kodlanan HLA sif I
molekiil grubunda yer alir. HLA sinif I grubunda bulunan HLA-A, -B ve C molekiilleri
hiicre i¢i patojenlere ait yabanci peptitleri CD8 T Ilenfositlere sunumunda gorev
yaparlar. Ayni zamanda sinif I molekiilleri NK hiicre yiizeyinde bulunan KIR

molekiilleri ile etkilestiginde, bu hiicrelerin dldiirme aktivitesini durdururlar.

HLA allellerinin tiplendirilmesinde serolojik, hiicresel ve molekiilsel yontemler
kullanilmaktadir. Tlk tanimlanan alleller serolojik ¢alismalarla belirlenmis olup, gelisen
gen teknolojileriyle birlikte molekiilsel yontemler kullanilmaya baslanmistir (Choo
2007). Molekiilsel tanimlamaya yonelik gelistirilen yontemler ve gen diizeyinde yapilan
calismalarin artmasi, bazi hastaliklarin (otoimmiin hastaliklar, kanser, diyabet vs.)
olusumuna, bazi hastaliklarin ise (kistik fibrozis, talasemi, orak hiicre anemisi vs.) erken
tan1 ve tedavi yontemlerine yonelik c¢alismalarin yapilmasina olanak saglamistir.
Insanda DNA baz dizilerinin belirlenmesi amaci ile 1980 li yillarda baslatilan insan
genom projesi kapsaminda, DNA baz dizilerinin yani sira insanlarda hastaliga sebep
olan genlerin kimliklendirilmesi yapilmigtir (Brown 2010). Otoimmiin ve enfeksiyon
hastaliklarla iligkisinden ve immiin yanittan sorumlu olmasindan dolayt MHC en 6nemli

gen bolgesi olarak 1999 yilinda tamamen dizilenmistir. (Beck 2003 )

Insanda bilinen genler igerisinde en yiiksek oranda polimorfizm gdsteren gen grubu
HLA genleridir. Simdiye kadar sadece HLA-B i¢in 2490 allel tespit edilmistir (WEB-1).
Farkli populasyonlarda yapilan caligmalarla, allel sayis1 her gecen giin artmaktadir.
HLA-B arastirmalarin sonucunda, HLA smif I molekiiliiniin yaklasik olarak lider
dizisinde %63, al bolgesinde %52, a2 bolgesinde %45, a3 bolgesinde %23, membrani
gecen bolgesinde %50 ve sitoplazmik bolgede %25 oraninda polimorfizm oldugu
saptanmistir (Kostyu 1997). HLA molekiillerindeki polimorfizm, bu molekiillerin

kodominant ekspresyonu ile peptitlerin baglanma oluguna ¢ok siki baglanmamasi
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kosullar1 bir arada diisiiniildiigiinde, bu molekiillerin polimorfik dogasimin patojenlerin

cesitliligine paralel oldugu goze ¢arpmaktadir (Choo 2007).

Tez ¢alismamizda, Denizli bolgesinde yasayan Behget hastasi ile normal saglikli
bireylerin HLA-B geninin ikinci ekzonunun baz dizilerini ¢alismayr amaglanmistir.
HLA-B geninin ikinci ekzonu bu molekiiliin peptit baglanma olugunun yapisina katilan
ve % 52 oraninda polimorfik olan ol bolgesini kodlamaktadir. Bu ¢alismanin birinci
basamagi DNA oOrneklerini kullanarak HLA-B gen bolgesinin ¢ogaltimi, ikinci
basamagi ¢ogaltim iiriinlerinin DNA dizi analiz yontemi ile bu bolgenin baz diziliminin
belirlenmesi olarak programlamigtik. Amplifikasyon ve DNA dizi analizi primerleri
Cereb ve arkadaglar tarafindan HLA-BS51 ile ilgili bir ¢alismalarinda kullandiklari
primerlerle ayni bolgelerde yer almaktadir.

Tez calismasinda Anabilim Dalimizin DNA bankasinda korunan ve kan 6rnekleri
alman kisilerden onay formu alinarak saflagtirllan DNA O6rnekleri kullanilmistir. Bu
DNA ornekleri, 2000-2003 yillart arasinda gergeklestirilen proje ¢ergevesinde
(TUBITAK SBAG-2388(100S223) ve PAU-BAP 2001TPF020; “Behcet Hastalarinda
HLAB51 Genotip ve Ekspresyon Sikliginin Incelenmesi”) periferik kandan DNA
saflastirma kiti (DNA Isolation Kit For Mammalian Blood ,Roche, Cat.No.1 667 327)
kullanilarak saflastirilmistir. HLA-B bolgesinin ¢ogaltimi ve DNA dizi analizi igin
kullanilan primerler bu konuyla ilgili aragtirmalar temel alinarak hazirlanmistir (Guo
1996, Cereb 1997). DNA dizi analizleri iss BECKMAN CEQ™8000 dizi analiz

sisteminin 6nerdigi yontemler kullanilarak gerceklestirilmistir.

HLA-B gen bdlgesinin ¢ogaltiminda 1264 ile 2369 primerleri ile yapilan ilk
calismalarda c¢ogaltim {irlinlerinde hedef bolge (1109 bg) disinda birden fazla
elektroforetik bantlar gozlenmistir. Bu primerlerle genomik DNA ile primer
konsantrasyonlari, magnezyum titrasyonlar1 ve degisik baglanma sicakliklar1 gibi
kosullar kontrol edilerek yapilan ¢ogaltim calismalarinda da birden fazla elektroforetik
bantlar gozlenmistir. Bu bolgenin ¢ogaltimi ¢alismalarina dizi analizi i¢in kullanmay1
planladigimiz primerler ile laboratuarimizda bulunan ve HLA-B51 bdlgesine 6zgiin
olarak baglanan primerlerle devam edilmistir (Atalay 2008). Bu asamada sekiz primer
cifti (1450-1944, 1753-2369, 1584-2943, 1264-1944, 1264-2943, 1450-2369, 1584-
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2369 ve 1713-2943) ile HLA-B gen ¢ogaltim calismalari yapilmistir. Sekiz primer gifti
ile genomik DNA, degisik primer konsantrasyonlari, magnezyum titrasyonlar1 ve
degisik baglanma sicakliklar1 gibi kosullar gézden gecirilerek HLA-B geninin ¢ogaltimi
yapilmistir. Ancak, 1264-2369 primerlerinden elde edilen sonuglara benzer ¢ogaltim

tiriinleri elde edilmistir.

HLA-B bdélgesinin ¢ogaltimi ¢alismalarinda hedef bantin1 uygun gordiglimiiz
orneklerden DNA dizi analizi ¢alismalar1 gergeklestirilmistir. HLA-B geninin ikinci
ekzonunun dizi analiz ¢caligmalarinda, 5’ ucu i¢in 1450 primeri, 3’ ucu i¢in 1944 primeri
kullanilmistir. DNA dizi analizi sonuglarinda her iki primerle ikinci intron-ligiincii
ekzon-iigiincii intron bdlgelerini 3°-5" yoniinde okudugu saptanmistir. Elde edilen
bulgular nedeniyle, DNA dizi analizleri 5’ ucu i¢in 1264 primeri ve 3’ ucu i¢in 2369
primeri ile tekrarlanmigtir. Bu primerle de ikinci intron-iigiincii ekzon-iiglincii intron

bolgelerini 3°-5” yoniinde okudugu tespit edilmistir.

HLA-B  c¢ogaltim c¢alismalarinda elde ettigimiz  sonuglarin  nedenlerini
inceledigimizde bir¢ok etkenin olabilecegini tespit edilmistir. Anabilim Dalimiz DNA
arsivinden aldigimiz DNA 6rnekleri 10 yil 6nce saflastiriimisti. DNA saflagtirma islemi
klasik fenol-kloroform saflagtirma yontemiyle yapilmamigtir. Bu c¢alismadan elde
ettigimiz veriler dogrultusunda, DNA saflagtirma yontemleri ile saflastirilan DNA
orneklerinin saklanma kosullarinin, DNA c¢ogaltim kosullarina etkisinin de goéz ardi

edilmemesi sonucuna ulagilmistir.

HLA smuif I ve simif II allel sayisin1 gosteren Tablo 2.1° den hatirlanacagr gibi, bu
bolgelerdeki polimorfizm agikga gosterilmektedir. Ornegin, calistigimiz HLA-B bélgesi
icin 2490 farkl allel oldugu saptanmistir, ancak bu sayinin gerek hastalik-HLA iliskisi,
gerekse doku nakli ¢aligsmalar1 sonucunda giderek artmasi beklenmektedir. Cogaltimini
yaptigimiz HLA-B genini polimorfizmi nedeniyle kullanilan primerler bizim
hedefledigimiz bolge disinda baglanabilecegi bodlge veya bolgeler bulmus olabilir.
HLA-B bolgesinin ¢ogaltimi ve DNA dizi analizlerinde kullandigimiz primerlere
karsilik gelen bolgelerdeki baz degisiklikleri sonuglar1 etkilemis olabilir. Bir baska
etkende HLA-B genleri ile HLA-A ve HLA-C genleri arasindaki benzerlikler nedeniyle
kullanilan primerler bu bolgelerde baglanacak bolgeler bulmus olabilirler. Kullanilan

primerlerin genomik DNA o6rnekleri ile iligkilerinde sorunlar olabilecegi konusuyla
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birlikte bu primerlerin {iretim kalitesinin de ¢ogaltim kosullarina etkisi olabilecegi

distiniilmistiir.

Yapilan c¢alismalardan elde edilen sonuglara gore amplifikasyonda karsilasilan
sikintilarin, Srneklerin (genomik DNA) kalitesi, amplifikasyon bilesenleri (Mg™,
primerler vs), reaksiyon kosullari (baglanma sicakligi, dongii say1 ve siireleri) gibi
parametrelerden kaynaklanabilece§i ve her basamagin ayr1 ayri incelenmesi gerektigi
diistiniilmektedir. Ayrica HLA gen bolgesi gibi oldukga polimorfik olan gen bolgeleri

ile yapilacak ¢alismalarda bu kosullarin géz 6niinde bulundurulmasi 6nerilmektedir.

HLA-B geninin g¢ogaltim firiinlerinde uygun gordiigiimiiz 6rneklerden DNA dizi
analizi ¢aligsmalar1 sonucunda baz dizileri belirlenirken yaniltict sonuglara neden oldugu
ve gen bolgesinde farkli bolgeleri veya kalip dist bolgeleri okudugu tespit edilmistir
(EK-1). DNA dizi analizinde, belirlemek istenilen bolgeden farkli baz dizilerinin
okunmasi, analiz sirasinda bu bolgelerde birden fazla heterozigotluk olmasi da
analizlerin yapilmasini zorlastirmistir. Ayrica ¢alismalarimizdan elde ettigimiz veriler
degerlendirildiginde, c¢alisilan DNA Orneklerinin klasik yontem yerine kit ile elde
edilmeleri ve uzun siireli saklama kosullarina bagl olarak ¢ogaltim sonucu elde edilen
tirlinlerin yeterli konsantrasyonda ve temiz olmamalarinin, DNA dizi analizi sirasinda
sinyal dusiikligl, sinyallerin taban ¢izgisine tam olarak oturmamasi ve niikleotit
gecislerinde sinyallerde karmagikliga neden olduklart diistiniilmektedir. Bunun yani
sira, voltaj diigmeleri, reaksiyon sonlanmasi1 ve kapiller jel gibi dis faktorler de DNA

dizi analizini etkiledigi tecriibe edilmistir.

Sonu¢ olarak; yliksek oranda polimorfizm gdsteren bu gen grubuna iligkin
caligmalarin genisletilerek, daha yiiksek biitceli projeler ile siirdiiriilmesinin 6nemi

ortaya konmaktadir.
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6.SONUC

Tez ¢alismamizda, Denizli bdlgesinde yasayan Behget hastasi ile normal saglikli
bireylerin HLA-B geninin ikinci ekzonunun baz dizilerini ¢alismayr amaglamistik. Bu
konuyla ilgili yaptigimiz c¢alismalarda, DNA saflastirma yonteminin, c¢ogaltim
yontemlerinin ve DNA dizi analizi yontemlerinin uygulamalarinda birgok etkenin etkili
oldugunu tespit edilmistir. Bunlarin yani sira HLA smif I boélgesinin polimorfik
ozellikleri molekiilsel yontemlerin uygulanmasinda temel kisitlayict etken olarak

karsimiza ¢ikmaktadir.

Sonu¢ olarak, HLA sistemi gibi yiiksek oranda polimorfik gen calismalarinda,
cogaltim yontemleri, DNA dizi analizi yoOntemlerinin yani1 sira polimorfik gen
bolgelerinin bakteriye klonlama yontemleri ile DNA agaroz jel elektroforezinden bant
izolasyon yontemleri gibi diger molekiilsel yontemlerin kolaylikla uygulanabilmesinin
gerekliligi tespit edilmistir. Bunlarin diginda, Behget hastaligi gibi otoimmiin hastalik
arastirmalar1 veya HLA sistemi gibi polimorfik gen bdlgelerinin arastirmalarinda mali
destegin de bu tiir caligmalarin olumlu sonuglanmasina katkida bulunabilecegi sonucuna

varilmistir.
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Ek -1 HLA-B510111 geni ile DNA dizi analizi sonuglarinin karsilastirilmasi

AB056860, B*510111

INTRON 2
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1801
AA02021
AAQ01050

1861
AA02021
AAQ1050-5"
AAQ01050-3"

1921
AAQ1049
AAQ1050-5"
AAQ01050-3"
AAQ2015
AA02021

1981
AAQ01049
AAQ01050-5"
AAQ01050-3"
AA02011
AAQ2015
AA02021

GTGAG

TGACCCCGGC

CCGAGTCTCC
AACCCCCCCC
CCCGAGTCTC

TCCAG

CCGGCGAGAG

ACCGGCGAGA
CRSGCGWGKG

AGGGGGCCCC

CGGGTTGGTC
GGGGCGGGGC
GCGGGTTGGT
GCGGSRRGGT

CGGGTTGGTC
CAAAACAGAG

CCGGGGCGCA

GGGTCCGAGA
GGGGGTTTTT
CGGGTCCGAG
GGTCCGAGAT

CCCCAGGCGC

GCCCCAGGCG
CCCKAMGCYR

CCC
CCAAAAAAAA

GGGGCGGGGC
GGGGCTCGGG
CGGGGCGGGG
CGGGGRCGGG

GGGC
GGGGCGGGGC
GGCGGGGCTN

GGTCACGACT

TCCGCCTCCC
TTTTCCAAAT
ATCCGCCTCC
CTCGCCTCCC

GTCTACCCGG

CCCCATCCCC CACGTACGGC CCGGGTCGCC
CCCCCA GGGGGGCGGC CGTTTTTTAA

TGAGGCCGCG
TTTTTTTTTT
CTGAGGCCGC
TGWGGCCGCG

Primer-1944

TTTCATTTTC

GGACCCGCCC
CCCAAAGGGT
GGGACCCGCC
GGACCCGCCC

AGTTGAGGCC

RGTTTACCCG
GRVTACCRGG
AGGGTTCCGG
AATTACCCCC

GGGGCTCGGG
GGACGGTGCT
CGGGGCTCGG
GMCGGGGCTA
GGGGCTCGGG
GGGGCTCGGG
CGGGGGAACG

GTTTCATTTT
TWTKATMRTK
*TTCA*TTTC
CCCCGGGCGG

GGACGGTGCT
GACCGCGGGC
GGGACGGTGC
CGGGGGACGA
GGaCgGtGCT
GGACGGGGCT
GTGCTGACCG

CAGTTGAGGC
AGTRSAGGCC
AGTTGAGCC*
GGGGTTTGGG

GACCGCGGGG
CGGGCCAGGG
TGACCGCGGG
GTGCTSACCM
GACCGCGgGG
GACCGCGGGG
CGGGGCCGGG

GTCGC

AGACCCTCGA
TTTTTGGGAA
CAGACCCTCG
AGACCCTRGY

AAAATCCCCG

TTGGTC
CAAAATCCCC
AHAATCCCCR
AAAATCCCCG
GTACAGAGAA

CCGGGGCCAG
TCTCACACTM
GCCGGGGCCA
KGGGGCGCGM
cCggGGCCAC
CCGGGGCCAG
GCCAGGGTCT

60



EKZON 3
2041
AAQ01049
AA01050-5"
AAQ01050-3"
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AAQ2015
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AAQ2015
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2161
AAQ149
AAQ01050-5"
AAQ01050-3"
AAQ02011
AAQ02015
AA02021
AA02025

GGTCTCACAC
GGCAGASGAM
GGGTCTCACA
GGCCAGGGTC
GCTCTGTCTC
GGTCTCACAT
CACATCTATT

CACTC

GCGGGCATAA
CGYGMGCGAC
CGCGGGCATA
TCCTCKGCGG
CCGGGCATTT
GCGGGCATGA
CGGGC*ATAA
GCGGGCATAA

GCTCCTGGAC
CTCSTCCACT
AGCTCCTGGC
GKGSYGCCWC
GCTCGTGGTC
GCTCCTGGAC
AGCTCCTGGA
GAGCTCCCTG

TTGGCAGACG
GTARGSCTGS
CTTGGCAGAC
TCACACHMMG
TAGGCABAGG
TAGGCAGAGG
GGCAGACGGA
TTTCCAGGTG

CCAGTACGCC
TAAACCGAGG
ACCAGTACGC
GSATAACCYG
CCGGTACGCC
CCAGTCCGCC
CCAGTACGCC
CCAGTACGCC

CGCGGCGGAC
TCGKKGCGKG
CAGCGGCGGA
GAMCTSGTSS
CGCGGCGGAC
CGCGGCGGAC
CCGCGGCGGA
GAACCCGCCG

ATGTATGGCT
YASCGTGGGG
GATGTATGGC
CAGACGAVGW
ATCTATGCCC
ATGTATGGCT
TGTATGGCTG
ATGTATGGCT

TACGACGGCA
TAGCGGCYCT
CTACGACGGC
TAKGCACTAC
GAGGGCGGCG
TACGACGGCA
TACGACGGCC
TACGACGGCA

ACCGCGGCTC
GSGAGCCTTC
CAGCCGGTCG
GWSCGCSCGC
ACGGCGGCTC
ACCGCGGCCT
CAGCCGGTGC
GGCGGGACCA

GCGACGTGGG
GCSCGGAAGC
TGCGACGTGG
ARSSCTGSGA
CGCAGGTGGG
GCGACGTGGG
CGACGTGGGG
GCGACGTGGG

AAGATTACAT
TAGCAMTART
AAAGATTACA
AMACGGCAKK
GAGAGTACAT
AAGATTACAT
AAAGATTACA
AGGAATTTAC

AGATCACCCA
GCAMCTTGCG
CCTCTACGAT
SGCACTAGCC
AGATCTCGCA
CTACGATTCA
GCCTCTACGG
CCGGGGGTG

GCCGGACGGG
GGGGCKGCMC
GGCCGGACGG
CGWGGGGCBG
GCCGGACGGG
GCCGGACGGG
CCGGACGGGC
GCCGGACGGG

CGCCCTGAAC
GGGCACYCGS
TCGCCCTGAA
SARRACARCG
CGCCCTGAAG
CCCCCTGAAC
TCGCCCTGAA
CNCCCTGAAC

GCGCAAGTGG
CTTSSGWGCG
TCACTCCCGC
GGCTGCGCCT
GCCCTAGTGC
CCTCCACGCA
GACTTCACCT
CCTCTAGGAG

CGCCTCCTCC
TCCCTGCCYG
GRCCCTCCTC
GACGGGCGCC
CGCCTCGTCC
CGCCTCCTCC
GCCTCCTCCG
CGCCTCCTCC

GAGGACCTGA
ACTCWAGCAA
CGAGGACCTG
TCCCTSKAGC
GTGGG*CTGA
GAGGACCTGA
CGAGGACCTG
CGAGGACACT

GAGGCGGCCC
CGTCCGCGCC
AGCAGA

CTACGATTCC
GTGGCGGCGG
GCAAGAGGTG
CCACGCAGCC
TCTACTCTCA
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INTRON 3
2317
AA01049
AAQ02011
AA02015
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AA02025

2341

AAQ01049
AA02011
AAQ02015
AAQ2025

GTGAGGCGGA
SGCKGCTWSG
ACTCCACGCA
GGGTGGGGGT
CGCGATGTGT
AGAGTGCGCG
CNCATACCGA

ACCTGGAGAA
RGCGCGAGTG
GCCCGCGCGT
CACTCGGGTG
TCAACTGGGT
GGAGTCGCCC

GCAGCTGAGA
CGAGATGCGC
GCAGAGCGC

GCATCTGAGA
CGCGCTCCGC
ATGTGTCGCG
GGATGCGCGA

CGGGAAGGAG
TGTCCGCGCC
AC**AAGGAA
GCGACGGCGT
GCGACGGTCG
AGTCGATCAC

GCCTACCTGG
CSTCCTACGG

GCCTAC*TTG
TGGATCGCGC
CTCCGCTGAT
GTGTCTCGCT

ACGCTGCAGC
TTCCCCGCTG
*CG*AGCACC
CGCCNCGTGC
CGCTGCCCCC
NTTGAGNGAG

GTAC
GCAC
TCGC
TCGC
TTAC
TGTG

CAGGGGCAGT
AGGCAAGCCT
CCACTATGGC
GACGTACGCG
GGGGCGAGCG
TCGCTTGATC

GGGGAGCCTT
TTSACCTSGA
ATGGAGACAC
ACGACGAGTG
GGGGTACA

NGTGTCGNCN

Primer-2369

CCCCATCTCC

TATAGGTCGC

CGGGGATGGC

GTCCCGCCCC
ACCC*ACTCT
AACGTCGTAG
CACGCNTCGC

KMCGATCAAC
TGCGGC

CGGAGTATAC
GNTCGTACNG

GTTSAGCYGM

GGGGNGACAG
TCGACNGACG

AGGGCCTGTG
ACTTCCACCT

TGGATGGGGG
CCGGCAAGCT
CGCCCGGCAG
CTCGCTGATG

GCGCGG
AAGCGC
TTCATC
GCGCNC
GCGAGTACGC
TGCGAC

CTCCCACGAG
GCGASCCGGT

GCGCGCAGTA
NAGTGATCTG

CGTGGAGTGG
CCCCACGCCA

GTGTG**TCA
ACGAGCTCGA
CTACGACTCG
CGCCGGTCAA

GACGACAGGA

AAGAGGAGGA
GCGGCTYCSG

GCACCTCGGA
TTGTAGCGTG

CTCCGCAGAC
GCCAAGAAGG

GCACCTATGC
GCGCCATGAT
GAGCGCATGA
GCTACGACCT

CGTTAGCGAG

AAATGGGATC
TCGTCGCSCC

AGATCCGT
AGTAATACCT
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2401
AAQ2025
AAQ01049

2461
AA01049
AAQ2025

2521
AAQ01049

GGCGCTAGAA
GGGGGTGTTT
KGCATCGTTS
KCGTAGCAAS

TGAGGGCCCC
GGCGWCGAAG
TGTTGTT

GAAGACAGTC
TCCCCTGCTA

TGTCGCCCTC
AGTGCTTGTG
TACGTTACGC
ATGCAATGCG

CTCTTCTCTC
SGGACCGGDT

CCTAGAATAC
TGATA

CCTTGAATGG
TGTGTTTAGT
CGGYCGATRA
GCCYGCTART

TAGGACAATT
GAASGCGGTG

TGATCAGGGG

AGAATGGCAT
TTATCTTCTT
KAGCYAACGT
KTCGYTTGCA

AAGGGATGAC
GAGCAACGGC

TCCCCTTTGA

GAGTTTTCCT
CCGCGAAAAG
AATGCGGAGG
TTACGCCTCC

GTCCCTGAGG
TGGGCTCGCG

CCCCTGCAGC

GAGTTTCCTC
TTCTGTCTTT
RCTKTCCSGC
RGAKAGGSCG

AAATGGAGGG
GAGCGAGCCA

AGCCTTGGGA
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