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OZET

Yakin bir zamanda, Th1 hilcre yuzeyinde TIM gen ailesine ait olan
Tim-3 adinda yeni bir reseptdr tanimlanmis ve bu molekilin etkisinin Th1
yonetimli immdn yanitlar Uzerine oldugu bildirilmistir. Bu reseptérin, T
lenfositlerde eksprese edilen Galectin-9 adli ligandi ile etkilesimi sonucunda
efektdor Th1 hlcrelerinin eliminasyonuna neden oldugu ve fonksiyonunun
bozulmasi halinde Th1/Th2 yaniti dengesinin etkilenebilecedi gosterilmigtir.
Nitekim, bazi toplumlarda TIM-3 geninin degisik polimorfizmlerinin, astim ve
allerjik rinit insidansiyla iligkili oldugu gosterilmigtir.

Bu galismada, Turk toplumunda henlz bu konuya yonelik yapilmig bir
calisma olmamasi nedeniyle, TIM-3 geninin ifadesine etkili olabilecegi
muhtemel olan promotor bdlgesindeki -574 T>G ve 3. exondaki +4259 G>T
polimorfizmlerinin Turk toplumundaki dagilimini ortaya koymayi ve bu
polimorfizimlerin astim hastaliginin olusumu ile bir iligkisinin olup olmadigini
arastirmay1 amagladik.

Bu amagla, 76 hasta ve 91 saglikli bireyden olusan kontrol grubundaki
kisilerin periferik kanindan izole edilen genomik DNA dan ARMS-PCR
yontemi kullanilarak genotiplendirme yapilmigtir.  TIM-3 geni -574 T>G
polimorfizimi icin GG, GT ve TT genotip frekanslari kontrol grubunda
sirasiyla 0.81, 0.17 ve 0.01; hasta grubunda ise 0.75, 0.22 ve 0.03 (p=0,34;
Odds orani=1,43) olarak saptanirken, +4259 G>T polimorfizimi i¢in TT, GT
ve GG genotip frekanslari kontrol grubunda sirasiyla 0.79, 0.21 ve 0.0; hasta
grubunda ise 0.89, 0.11 ve 0.0 (p=0,13; Odds orani=0,540) olarak
bulunmustur. Her iki polimorfizmde de genotip ve allel frekanslari agisindan
astim ve kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilhk
saptanmamistir.

Tark toplumunda ilk kez yapilmis olan bu g¢alismada her ne kadar
inceledigimiz  polimorfizmler ve astim hastaligi arasinda bir iligki
saptanamamigsa da, Turk toplumunun TIM-3 geni -574 T>G polimorfizimi
dagihmi acisindan Kore toplumu ile benzerlik gosterdigi ancak, +4259 G>T
polimorfizmi dagiliminin Cin ve Kore toplumundan farkli oldugu gosterilmigtir.

Anahtar kelimeler: Astim, Tim-3, Tim-3 4259 G>T, Tim-3 -574 T>G, ARMS-
PCR
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ABSTRACT

Recently, a new receptor named Tim-3 has been identified on Th1
cells. TIM-3 is a member of TIM gene family and affects immune response
mediated by Th1. The ligand for Tim-3, galectin -9, is expressed on T cells
and interaction of Tim-3 with its ligand causes apoptosis in the Th1 cells. It
has been shown that dysregulation of Tim-3 functions affects balance of
Th1/Th2 immune responses. To support this view, correlations have been
found between atopic diseases and polymorphisms of TIM-3 gene in various
populations.

In this study, we aimed to investigate whether any correlation exists
between the occurrence of asthma and two of the TIM-3 gene
polymorphisms, namely -574 T > G and +4259 G>T, in the Turkish
population. For this purpose, we have isolated genomic DNA from peripheral
blood of 76 asthmatic patients and 91 healthy individuals, and analysed for
the presence of the above-mentioned polymorphisms using ARMS-PCR
technique.

For the -574 T > G polymorphism, we found that GG, GT and TT
frequencies were 0.81, 0.17 and 0.01 in the control group and 0.75, 0.22 and
0.03 in the patient group, respectively (p=0.34, Odds ratio = 1,43). Whereas,
for the +4259 G>T polymorphism, the genotype frequencies for TT, GT and
GG were 0.79, 0.21, 0.0 for control group and 0.89, 0.11, 0.0 for the test
group, respectively (p=0,13, Odds ratio = 0,540). We failed to detect a
statistically significant difference with respect to the genotype frequencies of
the patients and controls.

Although, there was not a correlation between the presence of any of
these polymorphisms and the occurrence of asthma, we have found that the
genotype distribution of the Turkish population for the -574 T>G
polymorphism exhibited a similar pattern to that of seen in Korean population.
However, the distribution of the other polymorphism was found to be different
from either Chinese or Korean populations.

Key words: Asthma, Tim-3, Tim-3 4259 G>T, Tim-3 -574 T>G, ARMS-PCR
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiziNi

AHR : Airway Hyperreactivity

AP-1 : Activating Protein-1

APC : Antigen Presenting Cells

ARMS : Amplification Refractory Mutation Systems
ASPCR : Allelic Specific Polymerase Chain Reaction
Ca? : Calcium

CD : Cluster of Differantiation

Cl : Confidence Interval

Crsp9 : Coregulator of the SP-1 Transcription Factor
CTLA4 : Cytotoxic T Lymphocyte Associated Antigen 4
DC : Dendritic Cell

EAE : Experimental Autoimmune Encephalomyelitis
ECP : Eosinophil Cationic Protein

ELISA : Enzyme-Linked immunosorbent Assay

EPO : Eosinophil Peroksidase

Foxp3 : Forkhead Box P3

GITR :Glucocorticoid- Induced Tumor Necrosis Factor

Receptor Family-Related Receptor

GM-CSF : Granulosit Monosit-Cell Stimulating Factor
HAVcr1 : Hepatitis A Virus Cellular Receptor 1

HBA : Interval-Spesific Conjenic Mouse

HLA : Human Leukocyte Antigene

H.SO, : Sulphuric Acid

ICAM-I : Intracellular Adhesion Molecule-1

IFN-y : Interferon-Gamma

IgE : Immunoglobulin E

IL : Interleukin
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Itk : IL-2 Inducible T Cell Kinase

Kim1 : Kidney Injury Molecule-1

MBP : Major Basic Protein

MCP : Monocyte Chemoattractant Protein
MS : Multiple Sclerosis

NFAT : Nuclear factor of activated T cells
NO; : Nitride

PCR : Polymerase Chain Reaction

RA : Rheumatoid Arthritis

SemadA : Semasphorin 4A

SH2 : Src Homology 2

siRNA : Small Interfering RNA

SO, : Sulphur di Oxide

Tapr : T cell and Airway Phenotype Regulator
TGF-8 : Tumor Growth Factor-Beta

Th : T Helper

TIM : T cell Immunglobulin Mucin

TNF-a : Tumor Necrosis Factor-Alpha
VCAM-I : Vascular Adhesion Molecule-1
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GiRIiS ve GENEL BILGILER

Astim, c¢esitli uyaranlarla olusan geri doénlUsumli  hava yolu
obstriksiyonudur. 1970’ li yillarin sonuna kadar, astimin temel 6zelliginin
brongial duz kaslarin kasilmasi sonucu olusan hava yolu daralmasi oldugu
kabul edilirdi. Ancak, daha sonralari yapilan brong biyopsisi sonuglarina gore
astim bugun, pek ¢ok hlcre ve hicre kaynakli aktif molekul ve mediatérin rol
oynadigi, hava yollarinin  kronik inflammatuar hastaligi  olarak
tanimlanmaktadir ( 1,2).

Astim tanisi alan c¢ocuklarin ¢ogunun, hayatin ilk iki yilinda belirti
verdigi saptanir. ik yillarda 6ksiriik ve hiriltinin ana uyarani viral solunum
yolu enfeksiyonlandir. Bu yaslarda akcigerlerin gelisiminin  hendz
tamamlanmamis olmasi, kiigik hava yolu ¢aplarinin dar, kikirdak dokunun az
olmasi, tekrarlayici brons daralmasina katkida bulunur. Doért-bes yaslarinda
akcigerlerin gelisiminin tamamlanmasi ile erken yaslarda astim belirtileri
gOsteren bircok cocukta klinik olarak dizelme goézlenmektedir. Dizelmeyen
bir grup hasta ve daha ge¢ astim tanisi almis gocuklarin bir kismi da ergenlik
¢aginda Klinik bir iyilik dénemine girerler. Genel olarak gocukluk ¢aginda
astim tanisi almig hastalarin yaklasik %50-60’ 1 ergenlik ddéneminde
iyilegirler.

Cocukluk astimi genelde erkeklerde kizlardan iki kat fazla
goérulmektedir. Bu oran ergenlik ¢aginda esgitlenir. Erigkinlerde ise astim
kadinlarda daha ¢ok goérulen bir hastaliktir (3,4).

Hava yolundaki inflamasyonda; mast hicresi, eozinofil, nétrofil gibi
hdcreler ve bu hulcrelerden salinan meditorler (histamin, I0kotrienler) ve
sitokinlerin (TNF-a, IL-4, IL-5, IL-13, GM-CSF) o6nemli rol oynadigi
bilinmektedir.

Astimda erken asiri duyarlilik, tip | reaksiyonla olusan bir inflamasyon
mevcuttur. Tip | reaksiyonda antijen, allerjendir. Antikor, IgE ve hedef hucre
ise doku mast hucresidir. Allerjenler; genellikle ev tozu akarlari, polenler, kedi
ve kopek salgi allerjenleri, kif mantari gibi inhale allerjenlerdir (5,6).

1.1. Th1/Th2 Farklilagmasinin Mekanizmasi

Organizmaya alinan allerjenin antijen sunan hucre ile karsilasmasiyla
immun yanit baglamaktadir (Sekil 1.1). Antijen, antijen sunan hdcre i¢inde
lizozomal enzimler ile kiglk peptit yapilara dénusturtldikten sonra bdlgesel
lenf bezlerinde T lenfositlere sunulmaktadir.
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Antijen sunumu antijen sunan hucre ile CD4+ T yardimci hicrelerin
karsilikli olarak bir etkilesime girmeleri ile gergeklesmektedir. Bu etkilesimin
hdcre i¢i sinyal mekanizmalarini uyarmasi i¢in ayrica aksesuar molekdllerin
de devreye girmesi gerekmektedir. Bu asamada sunulan antijenin niteligine,
ortamdaki sitokinlere ve kisinin genetik yapisina bagl olarak naif Th hlcreler
farkli sitokin grubu sentezleyen T hicrelerine donusmektedirler. Bunlardan
biri Th 1 lenfositler olup IL-2, TNF-a ve IFN-y sentezlerler ve basglica
tuberkiloz, lepra gibi grantlomatoz hastaliklardaki gecikmis asiri duyarlilik
reaksiyonundan sorumludurlar.

Intracellular Bacterial Thy.Ce o marker Cell-mediated
Antigen Driven IL1ZRE2 18R Immunity and
TRAMNCE Macrophage

TP R i Inflammation
CXCR-3 o4
CCR-1 Chde
CCR-5 D94
Tim-2
- < = —
Macrophage ! .|FN-‘.f. L
Sz “
THF-f \
5 f NK cells |
B
N CD“*
| 6
CAntigen Th s L2
[ Presenting P . i g
Cell 2
L, Ni - Sy,
coza N My 0 T (2
fis
IL-6
N _ | !rl;vlg} Mast call
Dendritic cell . Th, : basophil
5 IL-3
4 " [
e p .. IL10
/ IL-12Rp1 CXCR-4 2 \
IFM-pRosfis  CCR-3 ’ B
IL-1R1 CCR-4 ’
ST2LTI CCRT
co3a CCRB ’
cosl CD4 Eaginophils
Tim-1 i n
Extracellular Allergen 3 i o Antibody-mediated
Antigen Driven Immunity

Sekil 1.1. Th1-Th2 farklilagsmasi (www.bdbiosciences.com/image_library/Th1- Th2_pathway)

Th2 dénlsumu gegiren hicrelerden ise IL-4, IL-3, IL-5, IL-6, IL-10,
IL-13, GM-CSF salinir. Bu sitokinlerden IL-4 ve IL-13 B hicrelerden allerjen
spesifik IgE sentezini dizenlerken, IL-5 allerjik inflamasyonun en karakteristik
hicresi olan eozinofillerin yapimini, olgunlasmalarini ve aktivasyonlarini
arttinr.  IL-13’0n ise mukozal inflamasyonu, epitel hasarini, eozinofil
toplanmasini, bronsiyal hiperaktiviteyi ve duz kas hipertrofisini baglatmak gibi
etkileri vardir.

Th2 sitokinler alerjik inflamasyonu baslatirken, Th1 hacrelerinden
salinan IFN-y ise bu etkiyi gucgli bir sekilde antagonize eder. Bu iki grup
disinda, IL-10 ve TGF-3 gibi sitokinleri salgilayan duzenleyici T hucreleri ve

This document was created by Print2PDF
http://www.software602.com



http://www.software602.com

dogal duzenleyici hucreler (Treg=T regulatory) ise Th1 ve Th2 yaniti
dengesini degistirebilen, baskilayabilen hicrelerdir.

1.2. Astim Hastaliginda Rol Oynayan Hiicreler

Astimda allerjen organizmaya alindiktan sonra antijen sunan hucreler
tarafindan fagosite edilir. Antijen sunan hicre ve Th hucrelerinin kargilikli
etkilesimi sonucu, ThO hucreler IL-2 sentezler ve Th2' ye donusur. Bu
hidcreden salinan IL-4 ve IL-13 etkisi ile B lenfositleri plazma hucrelerine
donusur ve antijene 6zgl IgE yapimi baslar. Polenler, ev tozu gibi
¢ogalmayan ve c¢evrede yaygin olarak bulunan bu antijenlere tolerans
gelismemesi ve yanitin asiri ve Th2 baskin olmasi atopik hastaliklarin temel
Ozelliklerindendir. Neden allerjenin bazi kisilerde (Atopik= inhalan alerjenlere
IgE tipi yanit veren kisiler) Th2 baskin, asiri yanit olusturdugu hala tam olarak
bilinmemektedir.

Kanda dolasan yuksek afiniteli IgE reseptdru tasiyan lenfosit, doku
mast hucresi ve bazofile; duslk afiniteli IgE reseptoru tasiyan lenfosit ise
eozinofil, trombosit ve makrofaja baglanir ve birikir. Organizma ayni antijenle
tekrar karsilastiginda, antijjen kendine 6zgu antikora baglanir. Bu
baglanmayla mast hicresinden, dnceden mevcut (histamin, serotonin gibi)
mediatorler ve antijen baglanmasindan sonra yapilan mediatorler
(I6kotrienler, prostoglandinler, kemokinler, sitokinler v.s.) degranile olup
perifere salinarak, birka¢ dakikada gelisen erken faz reaksiyonuna yol
acarlar. Bu mediatorlerin ortak etkileri yangiyr tetiklemeleri; duz kas
kasilmasini, damar gegirgenligini ve mukus sekresyonunu arttirmalaridir.

Gec faz reaksiyonu ise 6-8 saat sonra geligir. T hlcresi, mast hicresi
ve aktive olmus epitel hicresinden salinan IL-3, IL-5 ve GM-CSF, kemik
iliginde eozinofil farklilagsmasina ve ¢odalarak dolagima ge¢gmelerine yol agar.
Dolasima gecen eozinofil ve I6kositlerin reaksiyon boélgesinde kalabilmeleri
E.P. selektin, ICAM-I ve VCAM-I ile olur. Bu boélgede eozinofillerin damardan
dokuya gegisi de eotaksin |, eotaksin Il, eotaksin Ill, RANTES, MCP-3 ve
MCP-4 gibi kemokinlerle saglanir.

Eozinofil igeriginde bulunan toksik Urlnler, olayin gectigi bolgede doku
hasarina katkida bulunur. Eozinofil icindeki MBP (Major Basic Protein), ECP
(Eosinophil Cationic Protein) ve EPO(Eosinophil Peroksidase); vaskuler
permabilitede artisa, diz kas kasilmasina, duz kas ve mukus bezlerinde
hipertrofi gibi yapisal degisikliklere yol agar. Remodeling (yeniden yapilanma)
diye adlandirilan bu olaylar hava yolunun geriye dénudsu olmayan degisimine
yol agar (2, 7, 8).

Astim olugsumunda alerjik reaksiyon diginda solunum yoluna etkili
néral mekanizmalar da rol oynar. Otonom sinir sistemi brons diz kasinin
tonusunu, kan akimini duzenleyen bir sistemdir.
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1.2.1. Astimi Tetikleyen Faktorler

a) Allerjenler: Bir hipoteze gore, duyarl bir bireyde allerjene maruz kalma
astima dogrudan neden olmaktadir; bir diger hipoteze gore ise genetik
duyarhhg! olan kisilerdeki atopik yatkinlik astima ve antijen duyarliigina
dolayl olarak neden olur. Ev tozu akari, kedi ve hamambdcegi antijeni icin
birinci hipotez gecerli iken, ¢ayir poleni ve mantar gibi allerjenlerde ikinci
hipotezin gegerli oldugunu savunan ¢aligmalar vardir (10).

b) Hava Kirliligi: Hava Kkirliliginin astimdaki rolu tartigmalidir. Astim
krizlerinin, hava Kkirliligini olusturan maddelerdeki (SO;, NO,, H2SO,, ozon,
partikuller) artiglarla korelasyon gdésterdigi kanitlanmistir. Hava Kirliligini
yaratan faktorlerin IgE yapimini arttirarak epitelde morfolojik veya fonksiyonel
degigikliklere yol acarak ve allerjeniteyi arttirarak etkili oldugu da
gOsterilmistir (11).

c) Sigara: Anne ve babasi sigara igen ¢ocuklarda hisilti, alt solunum yolu
infeksiyonlari ve astim, evlerinde sigara icilmeyen ¢ocuklardakine goére
-Ozellikle de hayatin ilk yilinda- ¢cok daha fazla goérulur (12).

d) infeksiyonlar: Solunum yollarinin viral enfeksiyonlari hava yollari
epitelinde hasara neden olarak bronglarda inflamasyon ve obstriksiyona yol
actiklar gibi, aeroallerjenlere sensitizasyonu da kolaylastirir (13). Ozellikle
Th1 vyanitini tetikleyen enfeksiyonlarin azalmasinin astima yatkinligi
arttirdigini ileri stren galigmalar da vardir (Hijyen hipotezi).

e)Allerjik Rinit: Allerjik astimli hastalarin %30’ undan fazlasinda mevsimsel
ya da perennial rinit semptomlari bulunmaktadir (14). Nonatopik astim ve rinit
birlikteligiyle ilgili veriler daha azdir. Bununla beraber, perennial rinit varliginin
astim gelisimi igin allerjenden bagimsiz bir risk faktori oldugu bildirilmigtir
(15). Benzer sekilde mevsimsel alevienmelerle yil boyu suren alerjik rinitli
bireylerde astimin ortaya c¢ikma olasilidinin ¢ok daha yuksek oldugu
bulunmustur.  Rinitin, nazal semptomlari olmayan populasyonla
karsilastirildiginda astim olma riskini en az 5-10 kat arttirdigi bildirilmistir
(16).

f)Besinler: Birgcok yiyecek ve icecegin astim krizlerine neden olmasi
mimkindir ama bu durumun gergek prevalansi belli degildir. Ozellikle kiigiik
cocuklarda inek sutu, yumurta alerjilerinin astimla iligkisi gosterilmistir. Ancak
ileri yaslarda besin alerjilerinin astimla iligkileri azdr.

g)Psikolojik Etkenler: Astim ataginin ortaya ¢ikiginda fiziksel uyaranlar
kadar psikolojik uyaranlar da etkilidir. Panik, anksiyete ve depresyon gibi
emosyonel uyarimlar, hiperventilasyondan dolayr hava yolu tonusunda
degisiklikler meydana getirebilir (17). Bu durumda asemptomatik kronik
astimda akut atak olusabilir. Bir astim ataginin ciddiyeti major depresif
bozuklugun varhigi, panik ataklar ve korku duzeyiyle de iligkilidir. Yapilan
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calismalarda normal sadlikhlarla kiyaslandiginda astimli hastalarda panik
bozukluk, panik atak ve sosyal fobi daha sik izlenmektedir (18, 19, 20).

h) Gastroozofageal Reflu: Brons astimi hastalarinin yaklasik %75 inde
GOR semptomlarinin varh§ bildirilmigtir (21, 22). Refli semptomu olmayan
astim hastalarinda ise anormal 24 saatlik 6zefagus i¢i pH 6lgim prevalansi
%62 bulunmustur (23).

1.2.2. Astim Hastaliginin Genetigi

Alerjik hastaliklar poligenik kompleks hastaliklar olarak ele alinmakta
ve olugumlarinda birden fazla gen ile gevresel faktorin birlikte rol oynadigi
disunulmektedir (24, 25, 26). Genetik arastirmalar hastaliklarin
patofizyolojisinin aydinlatiip daha etkili tedavi girisimlerinin olusturulmasi
acisindan gerekli ve umut vericidir. Astim ve alerjiyle iligkili genlerin
saptanmasi, erken tani, risk altindaki bireylere yonelik korunma stratejilerinin
gelistiriimesi ve tedaviye verilen yanitlar arasindaki bireysel farkliliklarin
belirlenmesi gibi oldukca énemli gelismelere yol agacaktir. ilk gen tarama
arastirmasi 1996 yilinda yapilmig ve bu seride astimla iliskisi muhtemel 6
lokalizasyon saptanmistir (27).

1) Kromozom 11q: Bu kromozomun atopi ile ilgisi ilk defa 1998’ de Oxford
arastirma grubu tarafindan ortaya konmustur. Burada lokalize olan ylUksek
afiniteli IgE reseptor geni 6nemli bir aday gendir (26).

) Kromozom 6p: Burada yer alan HLA sinif Il genleri ve spesifik IgE
yanitlari arasindaki iligki birgok arastirmanin konusu olmustur. Atopik kisilerin
farkh allerjenlere duyarli oluglarindan yola gikilarak, 6zel HLA tiplerinin alerjik
hastaliklar veya astimin  &6ngérilmesinde belirleyici  olabilecekleri
dusunulmuastur ve ortaya konmustur (28).

i) Kromozom 12q: Bu bdlge Uzerindeki aday genler IFN-y geni, mast hlicre
blylume faktdrl geni, nitrik oksit sentetaz geni, fosfolipaz A2 geni ve insulin
benzeri buyume faktor genidir (24,26,29).

iv) Kromozom 16p: Burada bulunan IL-4 reseptdr geni de IL-4’ Un IgE
sentezindeki roll nedeniyle atopi ve astim i¢in dnemli aday genler arasinda
yer almaktadir.

v) Kromozom 13: Bu kromozom Uzerinde atopi, akar duyarliligi, total serum
IgA duzeyleriyle iligkisi saptanan major atopi lokusu olarak adlandirilan bir
bdlge gdsterilmigtir. Sézkonusu genin himoral immdn yanit olusumunda
dizenleyici bir rolt olabilecegi veya allerjenin mukozoda kargilanmasinda rol
alarak hem IgA dlzeylerinin hem de atopik yapi gelisimini etkileyebilecegi
One surulmektedir (24,26).

vi) Kromozom 5q31-35: Bu kromozomda astim, brons asiri duyarlihgi, total
IgE fenotipleri ile iligki kurulan bir bolge, IL-4 sitokin demeti bulunmaktadir.
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Bu bdlge IgE sentez regulasyonunda 6énemli role sahip olan IL-3, IL-5, IL-9 ve
GM-CSF gibi sitokin genlerini icermektedir. Bu bolgedeki diger bir iligki de -2
reseptdr geninde bulunmaktadir. Ayrica yine bu kromozomdaki CD14 geni ile
alerjik hastaliklar arasinda bir iligki saptanmistir (24, 25, 30, 31). Hem hava
yolu hiperaktivitesinin gelisimini hem de IL-4 ve IL-13’ Gn Uretimini kontrol
eden farkh bir gen bdlgesi de tanimlanmistir bu kromozomda: T cell and
Airway Phenotype Regulator (Tapr). “TAPR” yakininda KIM1sscp bdlgesi
bulunmaktadir ve KIM1sscp, KIM1 (Rattus norvegicus kidney injury
molecule)’ in faredeki homologunun intronik belirtecidir.

1.3. TIM Gen Ailesinin Tanimlanmasi

KiM1sscp ile TAPR' In genetik lokalizasyonlari oldukga yakindir.
Kim1sscp’ nin yakininda immunolojik olarak ilgi ¢ekici genler bulunmaktadir
ki bunlar T hicre farklilagsmasinda rol oynayan itk (IL-2 inducible T cell
kinase) ve Crsp9’ dur (SP-1 transcription factor n duzenleyicisi) (32,33).
Kim1’ in insandaki en yakin homologunun “HAVcr1” oldugu tespit edilmigtir.
Bu bodlgede yapilan arastirmalar sonucunda HAVcr1 benzeri Uyelerden
olusan bir protein ailesi tanimlanmigtir. Yapilarindan esinlenilerek bu aileye
TIM (T cell Ig and mucin domain containing proteins) adi1 verilmistir.

Farede 8 (TIM-1_8), insanda 3 uUyesi (TIM-1,3,4) tespit edilmis bu gen
ailesi fare kromozomunda 11.B.1 ve insan kromozomunda 5q33.2" de
lokalize durumdadir (34,35).

Bu ailenin Gyeleri, benzer yapilardan olugsmus tip 1 membran
proteinleridir. Immunoglobulin degisken zincirine benzer bir domain, musin
benzeri domain, transmembran bdlgesi ve intraseluler kuyruk icermektedirler.

1.3.1. TIM-1

Fare TIM-1’ i 305 aa.lik bir proteini kodlar. ilk olarak Afrika yesil
maymununda tanimlanmistir. Sigan Kim-1" i ile %78, insan HAVcr1' i ile %42
oraninda benzerlik gdstermektedir. TIM-1’ in sitoplazmik bolgesi iki tirozin
residisi ve yuksek olarak korunmus tirozin kinaz fosforilasyon motifi
(RAEDNY) icermektedir (36,37).

276. rezidusundeki tirozin, src kinazlar tarafindan fosforillenme igin
uygun bir bdlgedir ve rodent ve primatlardaki TIM-1 ortologlarinda da bu
bdlgenin korunmus olmasi, énemine isaret etmektedir. TIM-1, effektor T
hicre farklilagsmasinda; IL-4 promotorunun ve NFAT/AP-1 transkripsiyon
faktorGnin TCR bagimli aktivasyonunda onemli bir es uyarici molekuldir
(38).

‘CD4+ T hucre ve Tim-1 hepatit A enfeksiyonlari sirasinda atopi
gelisimine karsi birlikte koruyucu bir etki yonetiyor olabilir.” hipotezi, son 20
yilda gelismis ulkelerde hepatit A enfeksiyonlarinin prevalansinin dasusu ve
astim prevalansinin artigini dnemli délgtide agiklar gibi goérinmektedir (34).
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1.3.2. TIM-4

Diger TIM Uyelerinden farkli olarak TIM-4, ylzeyinde CD11b+ ve
CD11c+ gosterimi olan APC populasyonlarinda eksprese olmaktadir. Diger
bir adi da SMUCKLER’ dir (spleen, mucin-containing knock-out of
lymphotaxin)  (39).  Sitoplazmik  domaininde  tirozin  igermezken
digerlerininkinden uzun bir musin domainine ve IgV domaininde RGD
(arginine-glycine-aspartate) sekansina sahiptir (35). Dogal ligandi olan Tim-1’
le interaksiyonu T hucrelerin efektor fonksiyonlarini ve g¢ogalmalarini
duzenleyici etki etmektedir (40).

1.3.3. TIM-2

Tim-2 305 aa.lik membran proteinidir ve fare Tim-1' yle %64, sigan
Kim-1’" yle %60 ve insan HAVcr1’ yle %32 oraninda benzerlik gdstermektedir.
TIM-1 gibi TIM-2 de iki ekstraselliler N-bagimh glikolizasyon bdlgesi
icermektedir. MUsin domaininde de oksijen bagimli glikolizasyon bdlgeleri
bulunmaktadir. TIM-2 farkli olarak intraselller tirozin kinaz fosforilasyon
motifi, RTRCEDQVY icermektedir. T hucrelerin farklilasmasini ve
aktivasyonunu arttiran class IV semaphorin Sema4A, ligandi olarak
tanimlanmistir (41).

1.3.4. TIM-3

TIM protein ailesinin diger Uyesi Tim-3, 281 aa.lik Th1 spesifik hicre
yuzey proteinidir. MUsin domaini digerlerininki kadar uzun degildir ve dort
adet N-baghh ve bes adet o-bagll glikolizasyon bodlgesi igcermektedir.
intraselliler domaininde tirozin fosforilasyon motifi, RSEENIY bulunmaktadir
(42).

Tim-3, Th1 hucreye farklilagsma asamasindan sonra yuzeyde
goOsterilmekte ve tercihen insan Th1 hilcrelerde eksprese olmaktadir. Cok
daha az oranda Th17 hucrede rapor edilmigtir (43).

1.3.4.1. TIM-3’lin Ligandi Galectin-9

Tim-3' Un ¢Ozunebilir (soluble) ve ¢dzinemeyen (full length) olmak
uzere iki formu bulunmaktadir (44). Her iki formu da insan Fc’ sine
baglanarak flzyonlar olusturuldugunda bu proteinlerin makrofaj, DC gibi
hicrelere ama en ¢ok da naif Th hicrelere baglandigi gézlenmigtir (45). Bu
konudaki detayl galismalarin sonucunda TIM-3’ Gn ligandi, Galectin-9 olarak
tanimlanmistir. Bir B-galaktosid baglanma lektini olan Gal-9 (46, 47) N ve C-
terminal karbonhidrat tanima domainleri tagimaktadir (48, 49) ve bu
domainler ara peptidle birbirlerine bagl durumdadir (50,51).

Galectin Uyeleri hucre aktivasyonu, proliferasyon, adezyon ve
apoptozis gibi biyolojik fonksiyonlari dizenlemektedirler (52,53).

This document was created by Print2PDF
http://www.software602.com



http://www.software602.com

Gal-9 hucre agregasyonunda rol oynamaktadir ve eozinofiller igin
kemoatraktanttir. Fare timosit ve T hucrelerinin ve insan melanom
hdcrelerinin apoptozisinde de rol oynamaktadir (54, 55, 56). Gal-9’ un
apoptozisi Ca?-calpain-caspase 1 yolagini kullanarak gergeklestirdigi ve
insan periferal CD4+ T hucrelerinin apoptozisini indikleme oraninin CD8+ T
hicrelerden fazla oldugu da goésterilmigtir (57).

YUksek seviyedeki Gal-9 ekspresyonu, melanomali insanlarda yagsam
suresinin uzamas! ve uzak metastazlarin frekansinin azalmasiyla iliskili
bulunmustur. Melanoma hicresinde Gal-9 sadece hicre yuzeyinde
bulunmaktadir. Disaridan verilen rekombinant Gal-9, melanoma hicresinin
agregasyonunu laktoza duyarli olmasi yoluyla indiklemektedir (56).

1.3.4.2. TIM-3 ve Galectin-9 Yolagi

Gal-9, TIM-3 bagimli olarak intraseluler Ca+ akisini indikleyerek Th1
hdcrelerin 6lumune neden olmaktadir. Sadece antijene spesifik Th1 hicresini
hedef almaktadir. Yani tim periferal T hdcreleri degil, aktive olmus Th1
hlcreleri apoptozise gétirmektedir.

Gal-9’ un in vivo uygulanmasiyla IFN-y Ureten hucrelerin sayisinin
azaldigr ve Th1 hacrelerin temel rol oynadigi otoimmunitenin baskilandigi
gOsterilmistir.

Sekil 1.2. TIM-3 ve galectin-9 interaksiyonu(66)

Tim-3 yolagi Th1 immudn cevaplarin spesifik inhibitoradur ve periferal
toleransin indiklenmesinde de 6nemli role sahiptir. Bu yolak anti-Tim-3
antikoru ya da Tim-3-Ig fuzyon proteini kullanilarak bloke edildiginde tolerans
induksiyonunun kaybolmasina ilaveten Th1 hucrelerin proliferasyonunun ve
de sitokin (Ozellikle IFN-y) cevabinin arttigi rapor edilmistir (44, 45). Makrofa;j
aktivasyonu ve ekspansiyonun arttigi da bilinmektedir (42). Efektor Th1
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spesifik hucrelere yonelik olarak, tipki inhibitér bir es uyarici molekdl olan
CTLA-4 gibi rol oynadidi ileri surtlmektedir.

Tim-3 ve Gal-9" un, Th1 huicrelerin 6limlne sebep olan sinyal yolagi
incelendiginde Tim-3' Un intraselller kuyrugunda ylksek olarak korunmus
tirozin igeren SH2 baglanma motifi Y265’ i tagidigi gérilmustir. Y265 spesifik
olarak itk tarafindan fosforillenmektedir. Itk nin aktinin reorganizasyonu ve T
hicre farklilagmasinda rol oynadigi, TIM protein ailesi gibi alerjiye yatkinlk
lokusunda lokalize oldugu da bilinmektedir (58). Bu konuda yapilmis bir
calismada TIM-1ve TIM-3 genlerindeki polimorfizmlerle ITK’ nin birbirinden
ayri olarak atopi, astim ve ekzemayla baglantili oldugu gosterilmistir (59).

Tim-3' Gn tumoér immun tolerans induksiyonundaki rolu RT-PCR ile
arastirildiginda timoér gelisiminin - erken safhalarinda goérilen sTim-3
ekspresyonunun,  fITim-3  ekspresyonu basladiginda  baskilandigi
gosterilmistir. Bu agsamada Foxp3 ve GITR da tumoérin buaylumesiyle birlikte
artis gostermektedir. Yani tiumoérin bdyime surecinde flITim-3, Foxp3 ve
CTLA-4 ekspresyonu artig goOsterirken sTIM-3 ekspresyonu azalmaktadir
(60).

Reseptdrlerin ¢ézunebilir molekilleri otoimmin hastaliklara yatkinlik
ve direncte oOnemlidir (61). CoOzunebilir Tim-3° Un madsin domaini ve
transmembran bdlgesinin bulunmadigi yani Tim-3° Un immudn duzenleyici
aktivitesinin énemli oranda onun immuinoglobulin domaini yoluyla oldugu
gOsterilmistir (44).

sTim-3' Un fonksiyonu arastiriimig; mRNA’ sinin yalnizca dalak
hicrelerinde bulundugu ve bu hicrelerin aktivasyonunun sTim-3’ in mRNA
ve protein miktarinda artisa neden oldugu gosterilmigtir. Tumor atihim
modelinde sTim-3' Un, T hicre antitimér immuinitesini dnemli dlcide
baskiladigi yoéninde veriler elde edilmigtir. TUmorin yakin c¢evresindeki
genlerin ekspresyonu RT- PCR ile incelendiginde Th1 sitokin genlerinin
ekspresyonunun azaldigi1 ve Treg hucre fonksiyonuyla ilgili genlerin profilinin
degismedigi gosterilmistir. Bu veriler 1siginda sTim-3’ 4n, T hdcre yonetimli
immun cevabin negatif duzenlenmesinde goérevli bir molekul séylenmigtir
(62).

BALB/c farede viral infeksiyona dogal immun yanit sirasinda Tim-3
sinyalinin azalmasinin, mast hucresi ve makrofajlar tzerinde CD80 es uyarici
molekulinin ekspresyonunun ve CD4+ T hucresinde dogal CTLA-4
seviyesinin azalmasiyla sonuglandigi gosterilmigtir.

Viral enfeksiyonlarin indukledigi otoimmunitede Tim-3' Un negatif
dizenleyici immun cevabiyla ilgili olarak ayrica APC Uzerinde B7-1’ inve T
hicrede CTLA-4’ Un gosteriminin Tim-3 bagimli olarak arttigi rapor edilmistir
(63).
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insanda TIM-3’ iin fonksiyonunu agiklamak icin yapilan bir calismada
MS hastalari ve kontrol grubunun beyin-omurilik sivilarindan elde edilmis T
hdcreleri  kullanilarak Tim-3 ve IFN-y’ nin sekresyonlarinin duzeyleri
karsilastiriimistir. MS hastalarinin klonlari daha az Tim-3 ekspresyonu ve
daha fazla IFN-y ekspresyonu gdstermesinden yola c¢ikilarak MS CSF
klonlarinda Tim-3 ekspresyonunun dizensiz oldugu ileri sralmasttr (64).

siRNA kullanilarak Tim-3’ Gn ekspresyonu azaltildiginda hicre
uyarimindan sonra T hicre proliferasyonu ve IFN-y sekresyonunun arttigi
gOsterilmistir (65). Bu noktada MS hastalarindaki patojenik otoreaktif T
hacrelerinin temelinde belki de bu hulcrelerdeki bir defektten kaynaklanan
dizensiz Tim-3 ekspresyonundan soz edilebilecegi ileri sGralmustir (66).

1.3.4.3. TIM-3 Genindeki Polimorfizmler

Artmis AHR ile karakterize Th2 agirlikli immuin cevap geligtiren
BALB/c fare ve azalmis IL-4 dretimi gOsteren HBA farelerin TIM-3 aa.
sekanslari kargilastirildiginda yedi pozisyonda 4 aa. farkhligi tespit edilmistir.
Fare ile insandaki polimorfik bolgelerin farkli oldugu da bildirilmigtir (34).

TIM-3 geninin bildirilmis doért tek nukleotid polimorfizmi bulunmaktadir
(Ek-3) Bunlardan ugl promotor bdlgesinde bulunmaktadir. Bunlar: -1541
C>T, -1516 G<T ve -574 T>G. Promotor bolgesinde olusabilecek bir
degisiklik  genin  transkripsiyon faktorlerinin  baglanma  durumunu
etkileyebilecegdi i¢in fonksiyonunda etkili olma ihtimali vardir. Nitekim -1516
G>T polimorfik bdlgesi p300’ Un olasi transkripsiyonel baglanma bdlgesinde
lokalize olmus durumdadir. Ekson 3’ te ise bir aa. degisikligine sebep olan
4259 G>T polimorfizmi gosterilmigtir.

TIM-3 geninin 3. exonunda bulunan 4259 G>T polimorfizmi, arjininin
I6sine donlsimlne sebep olmaktadir. Misin domainindeki bu polimorfizmin
yapisal baglanmada énemli oldugui ileri strGimagtar (67).

RA hastalarinin TIM-3 genindeki polimorfizmlere ait genotip frekanslari
kontrollerin genotip frekanslariyla karsilastirilmis ve bu genotiplerle CRP ya
da RF seviyeleri arasindaki iligki incelenmistir. Sonugta net bir iligki
bulunamamakla birlikte; -574 T>G ve 4259 G>T polimorfizm dagilimlari RA
hastalarinda genotip ve allel frekanslarn duzeyinde incelendiginde bu
polimorfizmlerin RA’ ya yatkinlikla iligkili oldugu ileri suriimugstur (68).

TIM-3" in major polimorfizmlerinin Th1/Th2 farklilagsmasi ve konjenik
farede hava yolu hiperaktivitesinin ekspresyonuyla kuvvetli bir sekilde iligkili
oldugu gdsterilmigtir (34). TIM-3’Un -574 T>G ve 4259 G>T polimorfizmlerinin
astim ve allerjik rinit gibi atopik hastaliklara yatkinlikla iligkili olduguna dair
yayinlar da bulunmaktadir (69).

Cin’ de yapilmis bir calismada promoter bdlgesindeki iki polimorfizmin
allerjik rinitle iliskisi arastiriimistir. PCR-RFLP ve ASPCR ile elde edilen
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sonuglar genotip ve allel frekanslari agisindan degerlendirildiginde -1541 C/T
polimorfizmi ile bir iligki saptanmazken -574 G/T polimorfizmi alerjik rinite
yatkinlikla iligkili bulunmustur (70).
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OLGULAR ve YONTEM

2.1. Olgular

Calismaya Akdeniz Universitesi Tip Fakiltesi Cocuk Sagligi ve
Hastaliklari A.B.D.” nda astim tanisiyla izlenen hastalar alinmigtir. Kontrol
grubu ise g¢ocuk acil servisine basvurmus, kendisinde ve ailesinde alerji
Oykusu olmayan bireylerden olusturulmustur.

-574 T>G polimorfizmi igin genotiplendirilen kontrol grubunun (n=75)
%42’ si kiz, %58’ i erkek olup yas ortalamalar1 8 dir. Hasta grubunun (n=66)
ise %41 i kiz, %59’ u erkekten olusmustur.

4259 G>T polimorfizmi i¢in genotiplendirilen kontrol grubunun (n=91)
%43’ U kiz, %57’ si erkek olup yas ortalamalari 8’ dir. Hasta grubunun (n=76)
%40’ 1 kiz, %60’ | erkektir.

2.2. DNA izolasyonu

Astim tanisiyla izlenen bireylerden ve kendisinde ya da ailesinde alleriji
Oykusu olmayan bireylerden EDTA iceren tuplere 1 cc vendz kan alinmig ve
DNA ekstraksiyonu yapilmigtir. Gentra DNA Ekstraksiyon kit kullanilarak
yapilan DNA izolasyon ydntemi, agsagida maddeler halinde belirtilmigtir:

a) 300 pl. kan, 900 pl “red blood cell lysis” ile karigtirildi. 15 dk. oda

Isisinda ve karanlikta inkibasyona birakildi.

b) 1750 g. de 1 dk santriflj edildi (Heraeus marka Megafuge 1.0R).
Supernatant atildi.

c) Dipte kalan hicreler 300ul “cell lysis” solUsyonu ile karistirildi.

d) 100 | “protein precipitation” solusyonu da eklendi ve 15 sn. vorteks
ile iyice karigmasi saglandi. 1750 g. de 1 dk. santrif(j edildi.

e) Supernatant bagka bir tipe aktarildi ve tzerine 300 pl. isopropanol
ilave edildi. Tup elle sallanarak DNA’ nin kondanse hale gelmesi
saglandi.

f) 1750 g. de 1 dk santrifij edildi ve sUpernatant atildi.

g) 300 pl %70’ lik etil alkol eklenip karigtirildi.

h) 1750 g. de 1 dk. santrif(j edildi, supernatant atild1.
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i) Dipte kalan DNA 100 pl “dehidratation” sollsyonu ile sulandirildi.
j) Calisma baslayana kadar -30 °C’ de bekletildi.

izole edilmis olan DNA &érnekleri TIM-3 -574 T>G ve +4259 G>T
polimorfizmleri agisindan bireylerin genotiplendirilmesi i¢in kullanildi.

2.3. ARMS-PCR

Polimorfizmlerin belirlenmesinde ARMS-PCR teknigi kullaniimigtir. Bu
teknikte oligonuklotidlerden (primer) birinin 3’ ucunun en son bazi yabanil tipe
uyumlu, digeri ise polimorfizmde veya mutasyonda gorulen degisiklige
uyumludur. PCR sirasinda baglanma isisi1 ¢ok ylksek tutuldugundan, ancak
oligonukleotid ile kalip DNA arasinda tam uyum varsa oligonukleotidin dizine
yapismasi ve daha sonra amplifikasyonu baglatmasi midmkin olur. Bu
sistemde, bir baska genin amplifikasyonu da paralel olarak yapilir. Dolayisi
ile bir i¢ kontrol saglanmig olur. Bu galismada i¢ kontrol olarak b-aktin geni
kullaniimistir.

2.3.1. TIM-3 Geni -574 T > G Polimorfizminin Arastiriimasi (rs:10515746)

Kullanilan primerler: (GeneBank acc. No: NM_ 023133)

Reverse T: 5'- GAA GGA TGA GAG TGA GGC TTATGC TGG GAG TTG CT-3
Reverse G: 5'- GAA GGA TGA GAG TGA GGC TTATGC TGG GAG TTG CG-3’
Forward: 5’- CTC AGT CAT GGC ACA TAA AGA GAA CCC TCT-3

PCR iiriinii 290 bp biiyikligtindedir. (EK-4)

Kullanilan primerler: (GeneBank acc. No:NM_ 001101)
b-Actin forward: 5-GGA GCA CGG CAT CGT CAC CAA CT-3
b-Actin reverse: 5-TGG CTG GGG TGT TGA AGG TCT CA-3’
PCR drunu 184 bp buyukligindedir. (EK-6)

PCR icin kullanilan kimyasallar tablo 2. 1.’de 6zetlenmistir.

PCR kosullarr:

95° C (denaturasyon) 30 sn
66° C (baglanma) 30 sn 35 dongu
72° C (uzama) 1 dk
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PCR igin DNA Thermal Cycler 480 (Perkin Elmer) cihazi kullaniimistir.
Elde edilen PCR durlnleri %2’ lik agaroz jelde yuratuldia. Daha sonra jel
etidium bromide (10mg/ml) ile boyanarak jel goruntileme cihazinda (Vilber
Lourmat) gorintllendi. Sadece G aleli igcin PCR Grdndndn bulunmasi
durumunda genotip GG; sadece T aleli igin PCR Urininin bulunmasi
durumunda ise genotip TT olarak ifade edildi. Her iki alel icin PCR Urininin
bulunmasi halinde genotip GT olarak degerlendirildi (Sekil-2.1.).

Tablo 2.1. -574 T>G TIM-3 ARMS-PCR igin kullanilan malzemeler

PCR T tlpli G tiipii
Forward primer 0.1 M 0.1 M
Reverse G primer --- 0.1 M
Reverse T primer 0.1 M o
b-Actin F primer 0.5 M 0.5 M
b-Actin R primer 0.5 M 0.5 M
dNTP 0.2mM 0.2mM
MgCl, 1.5 mM 1.5 mM
Buffer 1X 1X
Taq. Pol 1.25 U 1.25U
Kalip DNA 30 ng 30 ng
H.O 17.6 | 17.6 |
Toplam hacim 25 | 25 |

2.3.2. TIM-3 Geni +4259 G > T Polimorfizminin Arastiriimasi (rs:1036199)

Kullanilan primerler: (GeneBank acc No:NM_ 032782)
Forward G; 5'- AAG GTC ACC CCT GCA CCG ACT CG-3
Forward T; 5- AAG GTC ACC CCT GCA CCG ACT CT -3’
Reverse; 5- CCA GAG CCA GCC CAG CAC AG-%

PCR uruni: 250 bp. (EK-5)

Kullanilan primerler: (GeneBank acc. No:NM_ 001101)
b-Aktin Forward : 5- CGA GCA CGG CAT CGT CAC CAA CT-3
b-Aktin Reverse: 5- TGG CTG GGG TGT TGA AGG TCT CA-3
PCR rini: 184 bp. (EK-6)
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PCR icin kullanilan kimyasallar tablo 2. 2.’de 6zetlenmistir.

Tablo 2.2. +4259 G>T TIM-3 ARMS-PCR igin kullanilan malzemeler

PCR G tiipii T tlipii
Forward primer 0.12 M 0.12 M
Reverse G primer 0.12 M -
Reverse T primer - 0.12 M
b-Actin F primer 0.12 M 0.12 M
b-Actin R primer 012 M 0.12 M
dNTP 0.4mM 0.4mM
MgCl, 2mM 2mM
Buffer 1X 1X
Tagq. Pol 1.25U 1.25 U
Kalip DNA 30 ng 30 ng
H,O 16.35 | 16.35 |
Toplam hacim 25 | 25 |

PCR kosullarr:

95°C 5 dk 1 dongu

95° C 30 sn

66° C 45 sn 35 dongu

72°C 1 dk

72°C 5 dk 1 dongu

PCR igin DNA Thermal Cycler 480 (Perkin Elmer) cihazi kullaniimistir.
Elde edilen PCR durlnleri %2’ lik agaroz jelde yuratuldia. Daha sonra jel
etidium bromide (10mg/ml) ile boyanarak jel goruntuleme cihazinda (Vilber
Lourmat) gorUntllendi. Sadece G aleli igcin PCR Grdndndn bulunmasi
durumunda genotip GG; sadece T aleli igin PCR Urininin bulunmasi
durumunda ise genotip TT olarak ifade edildi. Her iki alel i¢in PCR Urininin
bulunmasi halinde genotip GT olarak degerlendirildi (Sekil-2.2.).
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b p
Actin » 18 . 200 hp

100 b p

Sekil 2.1. -574 T>G polimorfizminde ARMS-PCR ile tespit edilen genotipler
Olgu1: GT genotipine sahip.
Olgu2: GG genotipine sahip.
Olgu3d: TT genotipine sahip.

200 b P

250 bp C g
. 200 bp
Actin » P

Sekil 2.2. +4259 G>T polimorfizminde ARMS-PCR ile tespit edilen genotipler
Olgu1: TT genotipine sahip.
Olgu2: TT genotipine sahip.
Olgu3: GT genotipine sahip.
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BULGULAR

3.1. -574 T>G TIM-3 Polimorfizminin ARMS-PCR Sonuglari

Calismaya alinan 66 hasta ve 75 kontrole ait TIM-3 geninin promotor
bdlgesindeki -574 gen polimorfizmine ait sonuglar Tablo 3.1.” de 6zetlenmis,
cizelge 3.1.‘de sematize edilmistir. Sonuglarin istatistiksel testlerini yapmak
icin http://ihg.gsf.de/sgi-bin/hw/hwal.pl adresi kullaniimigtir. Bulunan tim
genotip frekanslari Hardy-Weinberg dengesi agisindan test edilmis ve sinirlar
icinde olduklari tespit edilmistir. Astim ve saglikli kontroller arasindaki genotip
ve allel karsilagtirmalarn Fisher's exact test kullanilarak yapilmigtir. Lojistik
regresyon analizi, odds ratio (%95 Cl) tespiti igin kullaniimistir (Tablo 3.2.).

3.2. +4259 G>T TIM-3 Polimorfizmlerinin ARMS-PCR Sonuglari

Calismaya alinan 76 hasta ve 91 kontrole ait TIM-3 proteininin 3.
exonunda bulunan +4259 gen polimorfizmine ait sonuglar Tablo 3.3." de
Ozetlenmis, cizelge 3.2 de sematize edilmigtir. Bulunan tim genotip
frekanslari Hardy-Weinberg dengesi agisindan test edilmis ve sinirlar iginde
olduklar tespit edilmistir. Astim ve saglikli kontroller arasindaki genotip ve
allel karsilastirmalari Fisher’s exact test kullanilarak yapilmigtir.Lojistik
regresyon analizi, odds ratio (%95 Cl) tespiti igin kullaniimistir (Tablo 3.4.).

Tablo 3.1. -574 T>G TIM-3 Genotiplerinin astim hastalari ve kontrollerdeki dagilhmi

Kontrol Astim p degeri Odds ratio
-------------------------- (%95Cl)
Pozisyon Genotip/Alel n(%) n(%) Astim
-574 T>G TT 1(1) 2(3) 0.34 1.421
TG 13 (17) 14 (21) (0.685-2.946)
GG 61 (81) 50 (75)
T 15(10) 18(12) 0.36
G 135(90) 114(88)

This document was created by Print2PDF
http://www.software602.com



http://www.software602.com

O GG
B GT
ETT

kontrol hasta

Cizelge 3.1. -574 T>G TIM-3 Genotiplerinin astim hastalari ve kontrollerdeki dagilimi

Tablo 3.2. -574 T>G TIM-3 Genotiplerinin birliktelik testleri (%95 Cl)

G<>T GG<>GT GG<>TT GG<>GT+TT odds ratio
p=0.34 p=0.52 p=0.45 p=0.41 1.432
T<>G TT<>GT TT<>GG GG+GT<>TT odds ratio
p=0.34 p=0.62 p=0.45 p=0.48 0.708
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Tablo 3.3. +4259 G>T TIM-3 Genotiplerinin astim hastalari ve kontrollerdeki dagilimi

Kontrol Astim p degeri  Odds ratio
--------------------------- (%95 ClI)
Pozisyon Genotip/Alel n(%) n(%) Astim
-4259 G> T TT 72 (79) 67 (89) 0.13 0.540
GT 19 (21) 9(11) 0.237-1.231
GG 0(0) 0(0)
T 163(89.5) 143(94) 0.1
G 19(10.5) 9(6)
aoTT
BGT
B GG

kontrol

hasta

Cizelge 3.2. +4259 G>T TIM-3 Genotiplerinin astim hastalari ve kontrollerdeki dagilimi
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Tablo3.4. +4259 G>T TIM-3 Genotiplerinin birliktelik testleri (%95 Cl)

T<>G TT<>TG TT<>GG TT<>TG+GG odds ratio
p=0.13 p=0.11 p=1 p=0.11 0.509
G<>T GG<>TG GG<>TT TT+TG<>GG odds ratio
p=0.13 p=1 p=1 p=1 1.651
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TARTISMA

Kisa bir sure 6nce, T hicre yuzeyinde eksprese edilen bir protein
ailesi tanimlanmistir. Bu ailenin insanda tespit edilmis U¢ Gyesinden biri olan
TIM-3, tamamen Th1’ e farkhlasmis hicrede eksprese olmaktadir. Th1
yonetimli immuUn cevaplarda ve makrofaj aktivasyonunun dizenlenmesinde
onemli rolt oldugu gosterilmigtir (42).

Th1/Th2 farkhlasmasinda Tim-3 ve ligandinin etkilesiminin olusturdugu
sinyalin yeri ve ©Onemi dusunulecek olursa Tim-3' Un fonksiyonunun
bozulmasinin sonuglarinin da immin sistemin dengesinde etkili olacagi
aciktir. Th1 hicrelerin gogalmasiyla yonetilen bir immun cavap, IFN-y’ nin
uretiminin artmasiyla devam eder. Bu sitokinin etkisiyle T hucre yuzeyinde
Galectin-9 ekspresyonu artar ve Tim-3 ile baglanarak hlcreyi apoptozise
goéturdr. Boylece Th1 cevabi sinirlandiriimis olmaktadir. Bu sinirlandirici
sinyalin dengesinin bozulmasi immin yaniti da etkileyerek atopi ya da
otoimmuniteye vyatkinlik sonucunu dogurabilecektir. Hala cevaplanmasi
gereken birgok soru igeren bu yeni konuda simdiye kadar TIM-3 geninin
polimorfizmlerinin fonksiyonuna etkisini gdstermeye yodnelik yayin sayisi
oldukca azdir.

Biz bu ¢alismada TIM-3 geninin kodlama ve promotor bdlgelerinde
bildirilmis tek nukleotid polimorfizmlerinden ikisinin Tark toplumundaki atopi
ile iligkisini arastirdik.

Daha 6nce TIM-3 geninin promotor bdlgesinde tespit edilmis -574 T>G
polimorfizmi ile allerjik hastaliklar arasindaki iligkiyi arastiran Chae ve
arkadaslarinin (68) calismasinda astim (n=253, p=0.042) ve alerjik rinitle
(n=201, p=0.008) bir iligki bulundugu gosterilmistir. Ayni grubun RA
hastalarinda yaptiklari arastirmada da kuvvetli bir iligki gosterilmistir (n=295,
p=0.001) (69). Cin’de yapiimig baska bir calismada da astimla bu
polimorfizm iligkili bulunmustur (p=0.046) (70). Biz bu olgu kontrol
¢alismasinda -574 T>G polimorfizmi igin GG, GT ve TT genotip frekanslarini
kontrol grubunda sirasiyla 0.81, 0.17 ve 0.01; hasta grubunda ise 0.75, 0.22
ve 0.03 olarak gorduk (p=0,34; Odds orani=1,43) ve ¢ocukluk ¢agi astimi ile
bir iligki gérmedik. Calismamizda daha o6nce konuyla ilgili yayinlarda
bildiriimemis olan homozigot mutant TT genotipine sahip iki bireye
rastlanmigtir. Bu bireylerin genotipleri tekrar PCR yapilarak degerlendirilmis
de olsa sonucun kesinlestiriimesi igin sekans analizi yapiimasi
gerekmektedir. Ayrica bu polimorfizmin tespitinde kullandigimiz ARMS-PCR
metodunun uygulanmasindaki zorluk ve c¢esitli aksakliklar nedeniyle
hedeflenenden daha az sayida birey ¢alismaya alinabilmigtir.
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inceledigimiz diger bir polimorfizm olan +4259 G>T, TIM-3 geninin 3.
eksonunda lokalizedir ve aa. degisimine (Arg140Leu) neden olmaktadir.
Musin domainindeki bu polimorfizmin yapisal baglanma ile ilgisi olabilecegdi
ileri surtlmastur (67). Daha o6nce bu polimorfizmle allerjik hastaliklar
arasindaki iliskiyi arastiran Chae ve arkadaglarinin (68) ¢alismasinda astimla
bir iliski gosterilmezken (n=254,p=0.975), alerjik rinitle iligkili oldugu
gOsterilmistir (n=201, p=0.057). Ayni grubun RA hastalarinda yaptiklari
arastirmada da kuvvetli bir iligki gosterilmigtir (=296, p=0.001) (69). Biz bu
olgu kontrol galismasinda +4259 G>T polimorfizmi icin TT, GT ve GG
genotip frekanslarini kontrol grubunda sirasiyla 0.79, 0.21 ve 0.0; hasta
grubunda ise 0.89, 0.11 ve 0.0 olarak tespit ettik. Calismamizda elde
ettigimiz sonuglarla bu polimorfizmin gocukluk ¢agi astimiyla iliskili olmadigini
go6rduk (p=0,13; Odds orani=0,540).

Bu calismada ortaya koydugumuz TIM-3 geninin polimorfik -574
bdlgesine ait genotip dagilimlari daha énce bildiriimis dagihmlardan farklidir.
Calismamizda genotiplendirebildigimiz olgu sayisinin az olmasi bu farki
olugsturan bir faktor olarak degerlendiriimelidir. Ayrica toplumumuz diger
calismalardaki irklardan farkli oldugu igin de bu sonuclari gézlemlememiz
normal karsilanabilir. Farkhlik nedeni olabilecek bir bagka faktér de olgularin
yas gruplaridir. Bizim ¢alismamizdaki olgular ¢gocukluk ¢agi astim grubundan
olusurken diger calismalar yetigkin gruplarini kapsamaktadir.

+4259 G>T polimorfizmine ait genotip dagihminda “TT” ve "GT”
genotiplerine sahip bireylere rastlamamiza ragmen “GG” genotipinde birey
tespit edememis olmamizin sebebi de yine olgu sayimizin azhgidir.

Elde ettigimiz verileri toplumumuz agisindan degerlendirmemizi ve
karsilagtirmamizi saglayacak bir benzeri olmadigi igin verilerimizi Kore’ de ve
Cin’ de yapilmis galigsmada ortaya ¢ikmis sonuglarla kiyasladik.

TIM-3 genindeki polimorfizmlerin Tark toplumunda ilk kez arastirldigi
bu calismada +4259 G>T polimorfizmindeki genotip dagdiliminin Kore
toplumuna benzerlik gosterdigi gérilmektedir (67, 69) (tablo-4.1.).

Pozisyon genotip  Kore1 Kore2 Tark
+4259 G>T GG 0 (0) 0 (0) 0 (0)
GT 0 (0) 63 (19.7) 19 (21)

TT 24 (100) 256 (80.3) 72 (79)

Tablo 4.1. +4259 G>T polimorfizmindeki genotip dagiiminin karsilastirimasi.
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TIM-3 geninin promotor bdlgesindeki -574 T<G polimorfizmine ait
genotip dagiliminin Kore toplumundan farklilik géstermesi, polimorfik olan ‘T’
allelinin Tdrk toplumunda rastlanabilen bir allel oldugu gergedinden
kaynaklanmaktadir (tablo-4.2.).

Pozisyon genotip Kore1 Kore2 Cin Tark

574T>G TT  0(0) 0(0) 0 1(1)
TG 2(8) 0(0) 0.8) 13 (17)
GG 22(92) 319(100) (99.2) 61 (81)

Tablo 4.2. -574 T<G polimorfizmindeki genotip dagiliminin karsilagtiriimasi.
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SONUGLAR

Bu calismada Turk populasyonundaki astim hastalarinda TIM-3
geninde bulunan iki polimorfizm c¢alisiimis ve asagidaki sonuglar elde

edilmistir:

1.

TIM-3 geninin  promotor bdlgesinde bulunan -574 T<G
polimorfizmi i¢in, genotip dagilimlari agisindan astimli hastalar
ve kontrol grubu arasinda istatistiksel anlamda bir fark olmadigi
tespit edilmistir.

TIM-3 geninin -574 T<G polimorfizminde toplumumuzdaki
genotip dagihmi  Kore ve Cin toplumlarindan farkllik
gOstermektedir.

TIM-3 geninin 3. eksonunda bulunan +4259 G>T polimorfizmi
icin, genotip dagihmlari agisindan astimli hastalar ve kontrol
grubu arasinda istatistiksel anlamda bir fark olmadigi tespit
edilmistir.

TIM-3 geninin +4259 G>T polimorfizminde toplumumuzdaki
genotip dagilimi Kore toplumuna benzer bulunmustur.
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EK-1

lekilleri

lizey mo

iky

icin spesi

Th1

DESCRIPTION [ FUNCTION

CCR1, MIP-1¢e-R, RANTES-R Chemokine eceptar for Th1. Binds to MIP-1-cc, MIP-1-5, RANTES and MCP-3. Responsible for affecting stem cell praliferation. 63

CD4 (L3T4, W325) Coteceptar in antigen-induced T-cell activation; thymic differentiation; regulation of T-B lymphocyte adhesion; 55
primary receptor for HIV;

CD26 (DPP IV, THAM) Costimulatory molearle in T cell adivation; associated marker of auto-immune diseases, adencsine deaminase-deficiency 110
and HIV pathogenesis.

Cood Assembled with other C-type lectins (NKG2) forms inhibitory or activating receptors for HLA class 1. a3

CD119 (IFN-y Ree) IFM -y regulates [L-18R o expression by preventing the negative effects of IL-4 and by indudng'maintaining IL-12 receptor [3 2 expression. 35

CD183 (CXCR3) Th1 cell surface marker. Cytokine that acts as a major participant in Th1-induced inflammation. 40

CD195 [CCRS, Cmkbrs) Requlates lymphocyte chemotaxis activation and trans-endothelial migration during inflammation. Meutrlizes HIV infection. 45
Adts as a co receptor for HIV-1. Expressed onimmature dendiitic cells,

CD212 (IL-12RB2) Th1 cell surface marker. The expression of this gene is up-regulated by IFMy in Th1 cells, and plays a role in Th1 cell differentiation. 97
The up-regulation of this gene is found to be associated with a number of infectious diseases, such as Crohn's disease and keprosy,
which is thought to contribute to the inflammatory response and host defense,

GM-CSF Pleiotropic otokine that stimulates proliferation, maturation and function of hematopoietic celk. Produced by both Th1 and Th2 cells. 22

Granzyme B Sarine protease involved in the perfoation of target cells and initiation of poteclysis that kads to apoptosis. 8

IF -1 Antiviml and anti-poliferative activity, 19-26

IL-2 (TCGR IL-2 is the most potent T cdl growth factor produced by Thi cells. 1517

IL12 Inducer of proliferation and differentiation of Th1 cells. Dominant cytokine in Th1 development. Secreted by APCs, neutrophils, 70
and kemtinocytes, IL-4 and IL-10 inhbit [L-12 production by dendritic cellk and macrophages.

IL-15 {IL-T) IL-15 is a recently discovered cytokine with the ahility to stimulate the proliferatio n activity of Th1 andior Th2 lymphocytes. 1415

IL-18R A co stimulatory factor for the induction of 1L-12-mediated 1INy production by Th cells, but dso can induce -4 production and 93, 160,220
thus facilitate the differentiation of Th2 celk.

IL-23 IL-23 affects Th1 differentiation by directly stimulating proliferative responses of Th cells.

IL-27 A member of the IL-12 family mainly produced by activated mo nocytes and dendritic cells, 1L-27 induces expression of the 1IL-12

receptor that inturn allows the Th1 response to be maintained.

IL-27R (TCCR, WSX-1)

The IL-27R (WS¥-1) is required to suppress T cell hyperactivity during infection.

Lymphotoxin {LT-cx) Plays a mle in the recruitment and activation of neutrophils and in lymphoid organogenesis. Baing chemically similar to THE, 60-70
IT-c¢ is dso a mediator of acute inflammatory responses. LT is made by Tdymphocytes.

Perforin Cytolytic mediator produced by killer iy mphocytes, 70

t-bet Tanscription factor for Th1. Regulates the differentiation and function of lymphocytes, 58

Tim-3 (Havcr2, Timd3, QEWWeD) Thi-specific cell surface protein. Tim-3 regulates macrophage activation and severity of an autoimmune disease, 16

TMF3 Secreted by Th1 and cytotoxic T lymphacyte (TC) cells. It targets tumar cells, macrophages and neutrophils. 19
Exerts inflammatory and oytotoxic effe s,

TRAMNCE Expressed on the surface of activated CD4+Th1 cells. The ligand for TRANCE is RAMK. TRANCE increases expression of inflammatory a2

cytokines, such a5 IL-1 and IL-6, and secretion of 1L-12, which can promote differentiation of CD4+ T cells into Tl cells,
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Th2

is coexpressed with [L-4.

CCR3 Chemokine receptor for Th2. Binds to eotaxin, eotaxin-3, MCP-3, M CP-4, RANTES and MIP-1 6. Altemative co rece ptor with CDd b
for HIV-1 infection.
CCR4 Chemiok ine receptor for The . High affinity for TARC/SCYATT and MDCO/ACYAZZ M
CCRT (CD197, ERN, Crokbrd) Th2 cell surface marker. Receptor for the MIP-3 chemokine, pmbable mediator of EBV effects on B lymphocytes. 46-52
CCRE (Cyh, Crnkbra) CCRE may cortribute to the proper positioning of activated T cells within the antigenic challenge sites and specialized areas u|
of lynphoid tssues, Th2 cell surface marker that plays a role in the control of Th2 responses, and may represent a potential target
fortreatment of allergic diseases.
CDE{L3T4, W3/25) Co-receptor in anfigen-induced T-cell activation; thymic differentiation; requlation of T-B lymphooyte adhesion; primary receptor 55
for HIV. Th2 cell surface marker
CO30 (Ber-H2, Ki-1) Member of THFR family, involved in negative selection of T cells in thymus and TCR mediated cell death; expressedon R-5 cells in 120
Hedgkin's lymphomas. Th2 cell surface marler
CDET (TAPA-T) Th2 cell surface marker CD81 directly enhances Th1 and Th2 cell activation, but preferentially induces proliferation of Th2 cells 26
upen kng-term stimulation.
CD154 (CHCR4) Homing receptor of hemato poietic progenitor celk; co-stimulation of B cells; induces apoptosis; invohed with the entry of HIV-T.
Cell surface marker for Th2 cells.
CD278 (ICO5, HA, AILIM, CRP-1) IC05 co stimulation leads to the induction of Th2 gtokines without augmentation of 1L-2 production, suggesting arole for 1005 in Tha 40-70
cell differentiation and expansion.
c-maf Transcription factor involved in the induction of production of IL-4.
CRTH2 The cell surface marker. Putative G protein-coupled receptor GPR44 (chemoattractant receptor-homo kbgous mokoule expressed on Th2 cells). 43
GATA-3 Transcription factor associated with induction of Th2 celk. 49
GM-CSF Pleictropic cytokine that stimulates proliferation, maturation and function of hematopoietic cells. Produced by both Th1 and Th2 cells. 22
IFM R Th2 cell surface marker. B0-55
gD IgD production by normal B cells is regulated positively by Th? cytokines and negatively by Th1 oytokines.
IL-1R Th2 cell surface marker.
IL-4 (BCDE BCOF-1, BSF-1) Th2 cytokine that stimulates antibody produdion by B cells. IL-4 stimulates Th2 adivity and suppresses Th1 activity 20
IL-5 (EDF, BCGFII, TRF) Th2 cytokine that stimulates antibody production by B cells. & potent factor that crives bone marrow progenitor cells 3234
inte IL-4- producing ecsina phiks.
IL-6 (BCSF, BSF-2) Th2 indudng cytokine. 21-28
IL-2 IL-9is a pleiotropic cytokine that can induce Tha cytokine expression. IL-9is alsoa canddate gene for asthma and atrophy. E
IL-10 {C51F) TH2 cytokire that nhibits IFN-y, [L-2, and THF-B. Irhibits 11212 production by DCs thus nhibiting pre-Th cells from entering the 17211
Th1 pathwiay.
IL-12R[1 Th2 cell surface marker.
IL-13 IL-1 3 promotes the synthesis of IgE antibodies. 11-12
IL-15 IL-15 enhances a Th2 immune msponse, 1415
ST2UT1 STIL is a stable cell suface marker that distinguishes Th2 from Th1 cells. It is also believed associated with Th2 cells function and

Tim-1 {Hawcrl, Timd1)

A movel allegy and asthma susceptibility gene expressed by Th2 but not Th celk.
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EK-4
TIM-3 -574 T>G polimorfizmi i¢in gcogaltilan gen bdlgesi

TIM-3
GeneBank acc. No: NM_ 023133

1345801 tgttctgatg tctgtcctgt gatatcaaca aagaggaagce aatacttcag tggaagaaaa
1345861 cgctactcag tcatggcaca taaagagaac ccictaataa tgtctcagat gagatacacc
1345921 tgaaatggag catgtccgag tccatctgac tagcggggaa cacaaagtac agatgcatca
1345981 tccatggatt cattcactca aatcagtccc ttcatcaggc ctgtgaccaa agtttatgaa
1346041 gcccctactt tgcaccagge actggactag gaagtggaac acaacagtga atggcatgtt

1346101 ccttatcctc acatttacag accatagcaa ctcccagceat aagectecact cteatecttc

1346161 ttctaacaca gattaggttg tatcctataa ccttgctgag tctcagtttc ctcatttata
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EK-5
TIM-3 +4259 G>T polimorfizmi i¢in ¢ogaltilan gen bolgesi

TIM-3
GeneBank acc No:NM_ 032782

481 caaatcccag gcataatgaa tgatgaaaaa tttaacctga agttggtcat caaaccagcc
541 aaggicaccc ctgcaccgac tcggcagaga gacttcactg cagcctttcc aaggatgctt
601 accaccaggg gacatggccc agcagagaca cagacactgg ggagcctccc tgatataaat
661 ctaacacaaa tatccacatt ggccaatgag ttacgggact ctagattggc caatgactta

721 cgggactctg gagcaaccat cagaataggc atctacatcg gagcagggat ctgtgctggg
781 ctggctctgg ctettatctt cggegcttta attttcaaat ggtattctca tagcaaagag
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EK-6
Beta- actin i¢in ¢gogaltilan gen bolgesi

b-actin
GeneBank acc. No:NM_ 001101

181 gcgccccagg caccagggceg tgatggtggg catgggtcag aaggattcect atgtgggega
241 cgaggcccag agcaagagag gcatcctcac cctgaagtac cccatcgage acggeatcegt
301 caccaactgg gacgacatgg agaaaatctg gcaccacacc ttctacaatg agctgegtgt
361 ggctccecgag gagcaccecg tgetgectgac cgaggecccc ctgaacccca aggccaaccg
421 cgagaagatg acccagatca tgttigagac cticaacacc ccagccatgt acgttgctat

481 ccaggctgtg ctatccetgt acgcectctgg ccgtaccact ggecatecgtga tggactccgg
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