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OZET

HEMATOLOJIK KANSERLERDE TAP1 VE TAP2 GEN
POLIMORFIZMLERININ INCELENMESI
GEZICI, Sevgi
Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Bolimii

Tez Yéneticisi: Dog. Dr. Filiz OZBAS GERCEKER
Temmuz 2011, 64 sayfa

Bu ¢aligmada; TAP1 ve TAP2 gen polimorfizmleri ile bazi hematolojik kanserler
(KLL, KML, MM) arasindaki iligkinin incelenmesi amag¢lanmigtir. MHC smif II
bolgesinde yer alan TAP1 ve TAP2 genleri, MHC sinif I molekiillerine bagli endojen
antijen sunumunda goérev alan bir heterodimeri kodlamaktadir. Bu proteinler,
proteinlerin proteozomda parcalanmasi sonucu olusan antijenik peptitlerin ER
liimenine taginmasindan sorumludur. Bu proteinler antijen sunumunda 6nemli role
sahip olduklar1 i¢in, bu genlerdeki polimorfizmler veya mutasyonlar immiin cevabi
degistirerek hastaliklarin gelisimine etki edebilir. Bu calismada, toplam alti
polimorfik bolge (TAP1-333, TAP1-637, TAP2-379, TAP2-565, TAP2-651 ve
TAP2-665) hastalarda ve kontrol grubunda PCR-RFLP metodu ile
genotiplendirilmistir. Allel ve genotip frekanslar1 direk sayim ile belirlenmis ve
sonuglar xz analizi ile karsilastirilmistir. Sonug olarak, KML gelisiminde TAP1 gen
polimorfizmlerinin higbirinin etkili olmadig: fakat TAP2-651 ve TAP2-665’in etkili
olabilecegi diisiiniilmektedir. TAP1-333, TAP2-379, TAP2-565 ve TAP2-665 gen
polimorfizmleri ile KLL gelisimi arasinda bir iligki tespit edilmistir. Ayrica, MM
gelisiminde TAP1-333, TAP2-379 ve TAP2-665 gen polimorfizmlerinin etkili
olabilecegi soylenebilir. TAP2-665 ve TAP2-379 polimorfizmlerinin genotip
dagilimlar1 kontrol ve hasta gruplarinda farklilik gosterdigi icin bu polimorfizmlerin

KML, KLL ve MM hastalik gelisimi ile iligkili oldugu diisiiniilebilir.

Anahtar Kelimeler: TAP1, TAP2, polimorfizm, hematolojik kanser



ABSTRACT

ANALYSIS OF THE TAP1 AND TAP2 GENE POLYMORPHISMS IN
HEMATOLOGICAL CANCERS
GEZICI, Sevgi
M.Sc. in Biology Department

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Filiz OZBAS GERCEKER
July 2011, 64 pages

In this study, it was aimed to analyses the association of TAP1 and TAP2 gene
polymorphisms with certain hematological cancers (CLL, CML, MM). TAP1 and
TAP2 genes, localized in MHC class II region, encode a heterodimer playing role in
MHC class I linked endogen antigen presentation. These proteins are responsible for
the transport of antigenic peptides formed by the proteosomal degradation of proteins
to the ER lumen. Since these proteins have an important role in antigen presentation,
the polymorphisms/mutations in these genes may contribute to the disease
development by changing the immune response. In this study, a total of six
polymorphic regions (TAP1-333, TAP1-637, TAP2-379, TAP2-565, TAP2-651 and
TAP2-665) were genotyped by PCR-RFLP method in patients and control group.
Allele and genotype frequencies were determined by direct counting and results were
compared by * analysis. As a result, it is thought that all TAP1 gene polymorphisms
have no effect but TAP2-651 and TAP2-665 might have an effect on the
development of CML. An association was found between TAP1-333, TAP2-379,
TAP2-565, TAP2-665 gene polymorphisms and CLL. Furthermore, it can be stated
that TAP1-333, TAP2-379 and TAP2-665 gene polymorphisms might have an effect
on MM development. Since, the genotype distribution for TAP2-665 and TAP2-379
polymorphisms differed in control and patient groups, it can be thought that these
polymorphisms might be associated with CML, CLL and MM.

Keywords: TAP1, TAP2, polymorphism, hematological cancer
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BOLUM 1
GIRIS
1.1. HEMATOLOJIiK KANSERLER

Hematolojik maligniteler; kemik iliginden tiireyen hiicrelerde meydana gelen bir
grup neoplazmadir. Hematolojik tlimoérlerin biiylik bir ¢ogunlugu yapisal veya
sayisal kromozom anomalileri ile iligkilidir. Bu anomaliler gen ekspresyonunun
bozulmasina ya da yeni bir fiizyon proteininin olusmasina neden olmaktadir.
Hematolojik kanserlerin farkli tiplerinde, farkli kromozomlara ait translokasyon,
delesyon ve/veya inversiyonlar hastaligin tam1 ve prognozunda Onemli rol

almaktadirlar (Pala, 2005).

Kromozom translokasyonu sonucu bir neoplazmanin gelismesindeki faktor; bir
protoonkogenin onkogen haline doniismesi veya asir1 ekspresyon yapmast
olabilecegi gibi, bir tiimdr baskilayict genin fonksiyonunu kaybederek onkogenleri

baskilayamamas1 da olabilmektedir (Pala, 2005).

Hematolojik maligniteler, myeloid ve lenfoid olmak tizere iki farkli kan hiicre
hattindan kaynaklanabilmektedirler. Myeloid hiicre hatti normal siiregte graniilosit,
eritrosit, trombosit, makrofaj ve mast hiicrelerini olustururken; lenfoid hiicre hatt1 B,
T ve dogal oldiiriicii hiicreler ile plazma hiicrelerini olusturmaktadir. Lenfomalar,
lenfositik 16semiler ve myeloma lenfoid hiicre hattindan kéken alan malignitelerdir.
Ote yandan akut ve kronik myeloid 1semiler, miyodisplastik sendromlar myeloid

hiicre hattindan kaynaklanmaktadirlar.

Akut Miyeloblastik Losemi (AML), Akut Lenfoblastik Losemi (ALL) akut
losemilerin iki ana grubudur. Kronik Miyelositer Losemi (KML) ve Kronik

Lenfositer Losemi (KLL) ise kronik 16semiler sinifina girmektedir.



Akut Losemiler morfolojik olarak Akut Miyeloblastik Losemi (AML) ve Akut
Lenfositer Losemi (ALL) olmak iizere iki sinifa ayrilmaktadir. Akut 16semi, erken
hematopoetik Oncii hiicrelerin klonal, neoplastik proliferizasyonu sonucu ortaya
cikan olay ve olaylarin sonucudur. Normal olarak ¢ogalip farklilasmak yerine, hiicre
kontrolsiiz bicimde ¢ogalan ama farklilagsmayan bir hiicre dizisi olusturur. Bunun
sonucu olarak blast denen olgunlasmamis myeloid hiicreler (Akut myeloid 16semi-
AML) veya lenfoid hiicreler (Akut lenfoblastik 16semi-ALL) hizli bir sekilde birikir,
giderek kemik iliginin yerini alir ve sonucunda normal eritrosit, 16kosit, trombosit
sayist azalir. Akut losemiler tiim kanserlerin yaklagik %3’{inli olusturmakta olup,
siklikla gézlendigi yas gruplarn degiskenlik gostermektedir. ALL; 15 yasin altindaki
cocuklarda en sik goriilen kanser ¢esidi ve ikinci 6liim sebebi iken, AML insidansi
erken donemde sivrilme yapmadan yagla birlikte goriilme sikligi artmaktadir. Akut
losemilere neden olan mekanizma kesin olarak bilinmemekle birlikte tek bir
hiicreden basladigi ve de novo veya sekonder olarak olustugu diisiintilmektedir.
AML patogenezinde kromozomlardaki translokasyonlar [t(8,22),t(15,17)] ve
inversiyon gibi yapisal bozukluklar sonucu olusan fiizyon genleri etkili olmaktadir.
ALL patogenezinde ise; AML patogenezinde oldugu gibi translokasyon sonucu
olusan fiizyon genler ve nokta mutasyonlar1 6nemli rol oynamaktadir. Akut 16semili
hastalarin ¢ogunda kromozom sayisi ve yapilarinda anormallikler bulunur. Bu
anormallikler klonaldir, edinseldir ve hastanin normal hiicrelerinde bulunmaz.

Hastaligin farkli morfolojik ve klinik alt tipleri ile iligkilidir (Cankaya, 2009).

KML tiim 16semi ¢esitlerinin %15’ini olusturmaktadir ve primitif pluripotent kok
hiicrenin miyeloid progenitor hiicrelerde artmis proliferizasyon ve azalmis prognoz
ile karakterize klonal bir eriskin hastaligidir. Myeloid, monosit, eritrosit,
megakaryosit, B-lenfosit ve genellikle T-lenfosit ile iliskilidir (Koca ve

Haznedaroglu, 2007).

KML siklig1 ve mortalitesi yas ile artis gostermekte olup, 20 yasin altindaki vakalar
tiim hastalarin % 10’dan azin1 olusturmaktadir. Erkek cinsiyette kadinlara oranla 1,5
kat daha fazla gézlenmesine ragmen, hastaligin seyri her iki cins i¢in farkli degildir

(Erken, 2008). Yillik goriilme siklig1 yaklasik 1:100000° dir. KML’ye neden olan



kromozomal anomalilik Philadelphia kromozomu olarak adlandirilan 9. Kromozom
tizerinde yer alan ab/ (abelson) protoonkogeni ile 22. kromozom iizerinde bulunan
bcer (breakpoint cluster region) onkogeni arasindaki dengeli resiprokal translokasyon
t(9;22)(q34;q11)’dur. Translokasyon sonucunda onkogenik BCR/ABL fiizyon
proteini olugmaktadir. Tirozin kinaz aktivitesine sahip olan bu flizyon protein
KML’ye neden olmaktadir. Ayrica iyonizan radyasyon ve benzen de hastaliga neden

oldugu ileri siiriilen faktorler arasinda yer almaktadir (Baran ve Giindiiz, 2007).

KML, klinik olarak ii¢ farkli fazda seyir gostermektedir. Kronik fazda myeloid
hiicreler genel olarak normal islevlerini goriirken tam anlami ile olgunlasamazlar. Bu
evrede kan ve kemik iliginde blast hiicre sayist %5’ten azdir. 3-4,5 yil siirebilen
kronik evrede herhangi bir belirti gozlenmeyebilirken, hafif belirtiler de
goriilebilmektedir. Hastaligin ikinci fazi olarak bilinen akselere fazda farkli sekonder
genetik bozukluklar olugmaktadir bunun yani sira miyeloid hiicrelerde farklilagsma
azalmaktadir. Kronik fazda % 5’ten az olan blast hiicre sayis1 % 15’e yiikselmekle
birlikte bu evrede ates, kemik agris1 ve dalak biiyiimesi de meydana gelmektedir.
KML’nin ileri faz1 blast krizinda ise, asir1 sayida farklilagsmamis 16semi hiicreleri
hastay1 enfeksiyonlara kars1 hassas hale getirmektedir. Blast hiicre sayis1 % 30’a

ulagmistir (Baran ve Giindiiz, 2007).

Bulgularin ortaya cikis1 ile tani1 arasindaki siire ortalama bir yildir. Hastaligin en
belirgin bulgular1 arasinda dalak biiylimesi, akyuvar sayisinda artis, halsizlik ve
sindirim sistemi bozukluklar1 yer almaktadir. Hastaligin erken déneminde mutlak
bazofil sayisinda artis, hatta 16kosit sayis1 yiikselmeden Once, goriilebilir. Anemi
erken bir bulgu degildir, ancak trombositoz siklikla gozlenir. Lokosit alkalen fosfataz
diizeyi (LAP) diisiiktiir (normal degeri ~20 ile 100). Ancak KML’ye eslik eden
enfeksiyon, KML tedavisi veya akselere ve/veya blastik faza gecisle birlikte LAP
skoru artar (Erken, 2008).

KML tanist periferik kan yaymast veya kemik iligi incelemesi ile birlikte karyotip
analizinde Ph varliginin veya Floresan In-Situ Hibridizasyon (FISH) ya da Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (PCR) yontemi ile Bcer-Abl saptanmasi ile konur (Koca ve

Haznedaroglu, 2007).



KLL tiim 16semilerin %30’unu olusturmakta olup; kan, kemik iligi, lenf nodu ve
dalakta proliferizasyon 6zelligi olmayan olgun lenfositlerin artis1 ile ortaya ¢ikan bir
hastaliktir. KML olgularinin %35°1 T hiicre kokenli olup geri kalani ise B hiicre
kaynakli olarak gelisme gostermektedir. Uluslararasi Sitogenetik Calisma Grubu’nun
yapmis oldugu calismalar; hastaligin olusumunda etkili olan en sik yapisal
kromozom anomalisinin t(11;14) (q13;q32) delesyonunun oldugunu gdstermistir.
KLL, delesyon sonucu ortaya ¢ikmasi ve uzun siire belirti géstermeden ¢ok yavas
ilerlemesi yoniiyle oteki biitiin kan kanserleri tiplerinden farklilik arz etmektedir. En
belirgin belirtisi lenf diiglimlerinde goriilen agrisiz biiylimelerdir. KML kadar
belirgin olmasa da dalak biiylimesi de goriilebilmektedir. Hastaligin goriilme siklig1
yas ilerledikge artis gostermekte olup, gencglerde ve cocuklarda neredeyse hig

gorilmemektedir (Avcu ve Ural, 2007).

Kimyasal, radyasyon, diyet, viriis enfeksiyonu ve otoimmiin hastaliklarin KLL
gelismesinde Onemli bir risk oldugu bugiine kadar kesin olarak gosterilememistir.
Ancak KLL’ ye yakalanan kisilerin birinci ve ikinci derecedeki akrabalarinda bu
l6semi tipinin gelisme ihtimalinin yiliksek oldugu bilinmektedir. KLL icin yiiksek
oranda risk tasiyan ailelerde diger lenfoma tiirlerinin goriilme riski de artis

gostermektedir (Gedik vd., 2005).

KLL tanist icin lenfosit sayismmn 5x10°/1t iizerinde olmasi gerekmektedir. Fakat
immuno fenotiplendirmede KLL’ye 6zgli markirlar goriiliirse daha diisiik lenfosit

sayisl (3x10°/1t) ile de KLL tanisi konulunabilmektedir (Erken, 2008).

MM; kemik iliginde plazma hiicre artis1 ile bu hiicrelerin salgiladigit M serum
proteinlerin serum ve/veya idrarda bulunmalar1 ve litik kemik lezyonlar ile

karakterize bir hastaliktir (Altuntas vd., 2004).

B lenfositlerinden koken alan immunglobulin sentezleyen plazma hiicrelerinin
proliferizasyonu ve birikimi sonucu gelisen tiimoérler MM’ye neden olmaktadir. MM
erigkinlerde goriilen malignitelerin %]1’ini, hematolojik malignitelerin ise %10 unu
olusturmakta olup, ortalama olarak 60-70 yaslarindaki bireylerde diger yas
gruplarina oranla daha sik gozlenmektedir. Hastaliktan bayanlarin erkeklere oranla

daha fazla etkilendigi, goriilme sikliginin zenci irkta beyaz irka gore yaklasik iki kati
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daha fazla oldugu bildirilmistir. MM hastalarinda kemik agrilari, bobrek yetmezligi,
anemi, solunum ve norolojik semptomlar gézlenmektedir (Gedik vd., 2005). Multiple
myelom patogenizinde cyclin-D ekpresyonunda artma, P16 ve P15 hipermutasyonu,
Ras-onkogen mutasyonu, P53 kaybi, C-myc over ekspresyonu gibi hiicre siklus
regiilasyon degisiklikleri yaninda kemik iligi mikro ¢evre iliskileri de dnemli rol

oynamaktadir (Altuntas vd., 2004).
1.2. TAP1 VE TAP2 GENLERI

Bagisiklik sisteminin baglica gorevi, patojenlere karsi ¢esitli effektér mekanizmalarla
cevap vererek organizmayi yabanct molekiillere ve mikroorganizmalara karsi
korumaktir. Immiin tanimada yabanci antijenleri kendine ait olandan ayirt etme
gorevi baslica doku uygunluk antijenleri ile gergeklesir. Hiicrelerin birbirlerini
tanimasinda rol alan ve hiicre yiizey antijenleri olarak adlandirilan Insan Lokosit
Antijenleri (HLA); ilk kez l6kositlerde gosterilmistir. Ancak daha sonra yapilan
gozlemler karsi antikor gelistirilen antijenlerin sadece lokositlerde degil doku
hiicrelerinde de bulundugunu gostermistir. Bu antijenler “Doku Uygunluk
Antijenleri” veya “Transplantasyon Antijenleri” olarak isimlendirilmislerdir.
(Ak¢am, 2005). MHC molekiilleri iizerinde polimorfik ve polimorfik olmayan
bolgeler yer almaktadir. Polimorfizmler genelde MHC molekiillerinin peptitlere
baglandig1 bolgelerde yogunlasmistir. MHC molekiillerini kodlayan genler, bireyler
arasinda en yiiksek oranda polimorfizm gosteren genler olduklart i¢in MHC
antijenleri ayn1 zamanda transplantasyon antijenleri olarak da adlandirilmaktadir.
Populasyonda MHC genlerinin ¢ok farkli aileleri vardir ve bu aileler proteinlerin
farkli antijenik belirleyicileri ile birlesme ve onlar1 ortaya koyma yetenegi

bakimindan farklilik gésterirler (Yakut, 2004).

HLA antijenlerinin olusmast MHC gen bolgesi tarafindan kontrol edilmektedir. HLA
genleri kodominant olup Mendel kalitimi gosterir; hem anne hem de baba iki
haplotip tasir ve allellerin biri anneden digeri babadan blok halinde ebeveynlerden
cocuga gectigi i¢in bireyler anne ve babalariyla %50 uyumlu olarak dogarlar
(Akgam, 2005). HLA lokuslar1 hem kendi aralarinda hem de diger lokuslarla baglanti
dengesizligi (linkage disequilibrium) gostermektedir (Akcam, 2005).



MHC molekiilleri kodlanan proteinlerin  6zelliklerine gore ¢esitli siniflara

ayrilmaktadir:

HLA smif I ve II molekiilleri; hiicre yiizey glikoproteinleridir ve amino asit
benzerligi gosterdikleri i¢in immiinglobulin siiper ailesinin iyesidirler. Sif III
molekiilleri ise; ¢oziinebilir degildirler ve T hiicrelerine antijen tanitmadiklar1 gibi

transplantasyonda da rol almamaktadirlar (Yakut, 2004).

MHC smif I gen bolgesi; MHC I gen bolgesi 1.8 Mb’lik bir alanda yer almakta
olup toplam 128 bolge igermektedir (Shiina vd., 2004).

MHC smuf I molekiilleri hiicre ylizey glikoproteinleridir. Bu molekiiller peptitlere
intraseliiler olarak baglanirlar ve onlar1 hiicre yilizeyindeki sitotoksik T lenfositlerine

(CTLs) sunarlar.

Viicutta tiim ¢ekirdekli hiicrelerin zarinda bulunan MHC simif I antijenleri; a ve B,
mikroglobulin olmak {izere iki polipeptit zincirinden olusmustur. Alfa zinciri HLA
kompleksinden meydana gelen polimorfik bir glikoprotein iken; B, mikroglobulin
polimorfik degildir ve a zincirine non-kovalent baglarla baglanmistir. HLA smif |

molekiilii a zincirinden ayrilirsa fonksiyonunu kaybeder (Yakut, 2004).

Yabanci antijeni hiicre ylizeyinde CD8(+)T hiicrelerine sunmakla gorevli olan Sinif I
molekiilleri HLA-A, -B, -C, -E, -F, -G olarak gruplandirilirlar. Bu antijenlerden
HLA-A, -B, -C klasik smif I antijenleri iken HLA-E, -F, -G klasik olmayan sinif I
antijenleridir ve daha az sayida dokuda ifade edilirler. HLA-G’nin ise; sadece
plasental dokuda ifade edildigi ve fonksiyonunun fetiisiin canlilig1 ile ilgili oldugu

sanilmaktadir (Ak¢am, 2005).
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Sekil 1.1. MHC gen bolgesinin kromozomal yerlesimi

Genisletilmis Sinif 1 bolgesi; BABBR1, SUMO2P, MOG ve ZNP57 olmak iizere
toplam 4 gen igerir. Ancak, koku almaglari, histon, tRNA ve ¢inko parmak protein
gibi proteinleri kodlayan dublike genler genisletilmis Smif I bolgesinin telomerik

kisminda yer alirlar (Shiina vd., 2009).

MHC simf II gen bolgesi; MHC sinif I gen bolgesi 6. Kromozomun sentromere
yakin bolgesinde 0.7 Mb biiyiikliigiinde bir alanda yer almakta olup, bu gen
bolgesindeki antijenler; B lenfositleri, makrofaj, dendritik hiicre, endotel hiicre ve
baz1 aktif T hiicreleri gibi hiicrelerin yiizeylerinde yer almaktadir. MHC smif 11
antijenleri glikoprotein yapida olan heterodimerdirler. Birbirine non-kovalent bagl a
ve [ zincirlerinden olusmuslardir. Yabanci antijenleri CD4(+)T hiicrelerine
tanitmakla gorevli olan MHC simif II molekiilleri HLA-DR, -DP, -DQ, -DO, -DN’
dir. Bunlardan HLA-DR, -DP ,-DQ klasik sinif II antijenleridir (Ak¢am, 2005).
Cesitli pseudogenler ile LMP2 (Low Molecular Weight Polypeptide 2), LMP7 (Low
Molecular Weight Polypeptide 7), TAP1 (Transporter Associated with Antigen
Processing 1) ve TAP2 (Transporter Associated with Antigen Processing 2) gibi
antijen islenmesinde rol alan genler de MHC smf II gen bolgesinden
kodlanmaktadir. LMP2 ve LMP7 proteozom komponentleri iken, TAP1 ve TAP2 ise

antijenik  peptitlerin  endoplazmik retikulumun liimenine pompalamasindan



sorumludur (Carin, 2004). Bu genler 6. kromozomda (6p21.3) smif II bolgesinde
HLA-DP ile HLA-DQ arasinda yer almaktadirlar (McCluskey vd., 2004).

Genisletilmis simif IT bolgesi; 0,2 Mb’lik bir alan1 kaplar ve toplam 19 gen bolgesi
(15’1 protein kodlayan gen, 2’si yalanct gen) igerir (Shiina vd., 2009).

MHC simf III gen bélgesi (HLA olmayan proteinler) Sinif I ve Smuf II gen
bolgeleri arasindaki 0.9 Mb’lik bolgede bulunmaktadir. Bu gen bolgesi diger gen
bolgelerinden farkli olarak HLA disindaki bazi proteinleri kodlayan genleri
icermektedir. Bunlar kompleman komponentleri (C2, C4 ve faktor B) sitokinler
(interferon, timor nekrozis faktor), enzimler (21 hidroksilaz koenzim) ve bazi 1s1 sok
proteinleridir (Dalva, 2004). MHC sinif III molekiillerinin humoral ve hiicresel
bagisiklikta onemli olduklari bilinmesine ragmen transplantasyon i¢in Onemleri

gosterilememistir (Dilsiz, 2004).
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Sekil 1.2. MHC smif II bolgesi (McCluskey vd., 2004)
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Antijen islenmesinde rol alan MHC sinif I ve sinif II molekiilleri farkli yapilara sahip
olduklar1 icin baglayacaklar1 peptitin 0Ozelligi ve baglanma giicii de farklilik
gostermektedir. Bu nedenle antijen islenmesi i¢in kullandiklari mekanizmalar
birbirinden farklilik gostermektedir. Ekzojenik peptitlerin islenmesinde MHC sinif 11
molekiilleri, endojenik peptitlerin islenmesinde ise MHC smif I molekiilleri kritik

Ooneme sahiptir (Beksag, 2004).

CD4 ve CD8 molekiilleri; T hiicreleri iizerinde bulunan ve hiicre-hiicre baglanmasina
eslik eden molekiillerdendir. CD4 molekiiliinii tasiyan hiicrelere CD4 T lenfositleri,
CDS8 molekiiliinii tagiyan hiicrelere CD8 T lenfositleri adi verilir. T hiicre reseptorleri
(TCR); tek basma antijeni taniyamaz, antijeni taniyip baglanabilmesi i¢in MHC
molekiillerine gereksinim duyarlar. T hiicrelerine antijen sunumu sirasinda CDS8

molekiili MHC I, CD4 molekiilii ise MHC II’ye baglanmaktadir (Beksag, 2004).

Ekzojenik proteinler (0r: bakteri kokenli) lizozomlar ile antijenik peptitlere
par¢alanmaktadirlar. Olusan bu peptitler, endojenler ile kaynasmakta ve MHC sinif
I molekiiline baglanmaktadir. Endojenlerle kaynasan peptitler hiicre yiizeyine

salinarak CD(+4)T hiicrelerine sunulmaktadirlar (Kim vd., 2007).

MHC simnif I molekiillerine baglananlarda ise, TAP genlerinin {iriinlerine gereksinim
vardir. Bu genler smif II MHC boélgesinde yer almakta olup, simf I MHC
molekiilleri ile iliskili peptitlerin sunumu i¢in endojen antijenlerin islenmesinde
gorev almaktadirlar. Viriisler veya timor antijenleri gibi endojenik peptitler,
proteozomlar ile parcalanip TAP molekiilleri aracilifiyla endoplazmik retikulumun
bir ucundan diger ucuna ATP enerjisi harcanarak transfer edilmektedirler. TAP
molekiilleri transfer edilen bu peptitleri molekiiler bir saperon olan Tapasin proteini
araciligtyla MHC smif I molekiillerine sunmaktadirlar. Tapasin; 240 (Arg-Thr)
pozisyonundaki tek amino asitin farkliligindan dolay1 iki ana yapisal polimorfizm
gosteren allellere sahiptir. Bu nedenle tapasin polimorfik bir yapiya sahiptir. Peptitler
MHC smif I'in agir zincirine ve Bj;-mikroglobuline baglanmaktadir ve olusan

kompleks hiicre yiizeyinde CD(+)8 T hiicrelerine sunulmaktadir (Purcell, 2004).

Bagimsiz ER proteini olan Tapasin, TAP genlerinin ifadesini kararlagtirmak ve ER’

deki MHC simnif I molekiillerinin peptit yliklemesini optimize etmekle gorevli {igiincii
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bir alt {inite olarak goriilmektedir. Tapasin proteini MHC bdlgesinde yer alan HLA-
DP’ nin yakiindan kodlanmaktadir. Bu durum sitoplazmada LMP2 ve LMP7
tarafindan antijenik peptitlerin olusturulup ER’ye taginmasinda ve daha sonra T
hiicrelerine sunulmasinda rol alan genlerin birlikte evrimlestigini gostermektedir. Bu
genlerin birlikte aktarilip, baglant1 gostermesi; kromatinin agilmasinda veya TAP1 ve
LMP2’nin arasindaki intergenik bolgeler gibi promoter elementlerin paylagiminda

etkili olan sitokinler tarafindan kontrol edilmektedir (McCluskey vd., 2004).

ABC (ATP-Binding Cassette) transporter siiper ailesinin bir iiyesi olan integral TAP
proteinleri; TAP1 ve TAP2 genlerinden kodlanmaktadir. TAP1 ve TAP2 genleri
yaklasik 71-77 kilo Dalton molekiiler agirliga sahip 8-12 kilobaz uzunlukta olan
heterodimerlerdir. TAP1 ve TAP2 molekiillerinin her bir alt iinitesi ¢ok sayida
transmembran segment (TM) ve bir tane sitoplazmik bdlgede kalan niikleotit
baglama 6zelligine sahip alt birim icermektedir. Peptitler 4-6 numarali transmembran
bolgelerin sitoplazmik halkalarina baglanmaktadir. TAP proteininin N terminal ucu
ER memraninda birkag¢ alt birimden olusmakta iken; C terminal ucu sitoplazmada

ATP ile etkilesim i¢indedir (McCluskey vd., 2004).

Malignant tiimor hiicreleri, MHC simif I’in downregiilasyon ekspresyonu tarafindan
oldiirticii CD(+)8 sitotoksik T hiicrelerinden kagabilirler. Stabil bir MHC smif I
ylizey ekspresyonu i¢in; agir ve hafif zincirin antijenik peptitle dimer olusturmasi
gerekmektedir. Bu antijenik peptitler endoplazmik retikulumdaki MHC smif I
molekiillerine TAP (TAP1 ve TAP2) tarafindan teslim edilmektedir (Cromme vd.,
1994). Tiimor hiicrelerinde MHC I’in regiilasyonu posttranskripsiyonel mekanizma

ile kontrol edilmektedir (Einstein vd., 2009).

Servikal kanserlerin yarisindan fazlasinda TAP gen defektleri yaygin olarak
gozlenmektedir. Bunun yani sira melanomalarda da TAP ve tapasin kayiplari
goriilmektedir. Buna karsilik renal karsinoma lezyonlarinda TAP gen defektleri
yayagin degildir, ancak bu lezyonlarin yarisindan fazlasinda TAP ve tapasinin asagi

regiilator bolgesinin ekspresyonlar1 gézlenmistir (McCluskey vd., 2004).
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Retinoblastom, kolorektal kanserler ve metastatik fibrosarkomun fare modellerinin
PLC (peptit loading complex) bilesenlerinin kaybi ile iligkili oldugu belirlenmistir
(McCluskey vd., 2004).

Antijen sunumundaki basarisizlik hiicre yiizeyindeki MHC I molekiiliiniin diisiik
ekspresyonuna veya eksprese olamamasina neden olmaktadir. Bu durum immiin
tanimay1 ve sitotoksik T lenfositlerinin (CTL’s) gézlenmesini etkilemektedir (Feng

vd., 2008).

Insanlarda 6 tane TAP1, 4 tane TAP2 alleli tanimlanmistir. Protein yapisina katilan
sadece bir veya iki amino asitteki farklilik TAP gen polimorfizmlerine neden
olmaktadir. TAP gen varyant polimorfizmleri; sunulan ve birbiri ile iligkili olan

antijen peptitlerini sinirlayabilir (McCluskey vd., 2004).

TAP genlerinin polimorfizm ¢alismalar1; antropolojik olaylarda genetik bilgi
saglamanin yani sira hastalik-assosyasyon iligkilerinin aydinlatilmasinda da kritik
oneme sahiptir. Farkli populasyonlarda insan genlerinin dagilimini belirlemek ve
genetik  hastaliklarda gen baglanti analizleri igin genetik marker olarak

kullanilmaktadir (Faucz vd., 2000).

Endojen antijen islenmesindeki rollerinden dolayr TAP genlerini kodlayan bdlgede
meydana gelen polimorfizmler/mutasyonlar hastalikla iligkili olabilecek aday
genlerin belirlenmesi i¢in 6nemlidir. Bu tez ¢calismasinin amaci, birbiri ile akrabalik
iliskisi olmayan saglikli bireyler ile KML, KLL ve MM tipi hematolojik kanser
hastalarinda TAP1 ve TAP2 gen polimorfizmlerini analiz ederek allel/genotip

frekanslarini belirlemek ve polimorfizm-hastalik iligkisini incelemektir.
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BOLUM 2

LITERATUR OZETLERI

HLA, MHC, LMP ve TAP gen polimorfizmlerinin hastaliklara direng ve

yatkinliktaki rollerinin belirlenmesi amaciyla bu giline kadar ¢esitli caligmalar

yapilmstir:

Restifo vd., (1993), kiigiik akciger kanser hiicre hattinda yapmis olduklar
calismanin sonucunda; TAP1 ve TAP2 genlerinin ekspresyonlarinin
olmamasi ile birlikte MHC simf I ekspresyonunun da kaybedildigini
bildirmiglerdir. Diger bir deyisle, TAP1 ile MHC sinif I molekiillerinin

diisiik ekspresyonu arasinda bir korelasyon oldugu sonucuna varilmaistir.

Davis vd., (1994), yapmis olduklar1 caligmada Kafkaslarda SLE gelisimi ile
TAP2 genleri arasinda bir iliski olup olmadigini belirlemeyi amaglamislar ve

TAP2 geni ile bu hastalik arasinda bir iligski olmadig1 sonucuna ulagmislardir.

Saeki vd., (1994), tarafindan Japon atopik dermatit hastalarinda yapilan
caligmada ise; hem HLA smif I hem de HLA smif II antijenlerinin atopik
dermatitin patogenezini etkiledigi 6zellikle de HLA-DR13/-DQ6 haplotip
dagiliminin hastalarda anlamli bir artis gosterdigi ve TAP allelleri ile hastalik

arasinda pozitif bir iligkinin varlig1 tespit edilmistir.

Cromme vd., (1994), farkli kanserlerde gozlenen MHC sinif I ekspresyon
kaybinin TAP fonksiyonunun engellenmesi sonucunda meydana gelip
gelmediginin  belirlenmesi  amaciyla 76 servikal kanser hastasinda
immiinohistokimyasal ¢alisma yapmislar ve servikal kanser hastalarindan 37
tanesinin neoplastik hiicrelerinde TAP1 ekspresyonunun azaldigin

gozlemislerdir.
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Savage vd., (1995) Cin populasyonundan SLE hastalarinda yaptiklar1 ¢calisma
sonucunda bu hastalik ile TAP1 ve TAP2 allelleri arasinda higbir iliski

olmadig1 sonucuna varmiglardir.

Kuwata vd., (1995), tarafindan yapilan c¢alismada ise; Japon ve Kore
populasyonunda TAP ve HLA-DRB1*1501 alelli ile SLE hastalig1 arasinda

anlaml bir iligki saptanmamustir.

Kuwata vd., (1995), atopik dermatit ile TAP gen polimorfizmleri arasinda bir
iliski olup olmadiginin belirlenmesi amaciyla yaptiklar1 diger bir ¢alismada;
TAP1 ve TAP2 genlerinin allel ve genotip dagilimlari bakimindan hasta ve
kontrol grubu arasinda anlamli bir fark gozlememislerdir. Bunun yanisira
etnik olarak farkliliklar iceren Japon ve Katkas populasyonlarinda TAP
allellerinin dagilimlarinin  benzerlik gosterdigi ancak HLA allellerinin

dagiliminda farkliliklar oldugu tespit edilmistir.

Gonzalez-Escribano vd., (1995), orijini bilinmeyen multifaktoryel bir hastalik
olan Behget hastaliginin Ispanyol populasyonunda HLA-DRB1, HLA-DQBI
allelleri ve TAP1 ve TAP2 genleri ile iliskisinin belirlenmesini amaglayan
calismalarinda HLA-B51 allelinin Behget hastalarinda ¢ok yiiksek bir
dagilima sahip oldugunu ancak TAP1 polimorfizmlerinin hastalifin gelisimi

ile iliskili olmadigini gostermislerdir.

Takeuchi vd., (1996), tarafindan Japon hastalarda TAP1 ve TAP2 gen
polimorfizmlerinin heterojen otoimmiin bir hastalik olan sistemik lupus
eritamatdz (SLE)’ nin patogenezi ile iligkisinin belirlenmesi ve TAP ile HLA-
DRB1*1501 arasindaki iliskinin tanimlanmas1 amaciyla yapilan ¢aligmada
TAP1 (333 ve 637) ve TAP2 (379, 565, 665 ve 687) gen polimorfizmleri
incelenmis, ancak Japonlarda SLE hastaligi ile TAP1 ve TAP2 allelleri

arasinda higbir iligki olmadig1 saptanmustir.

Hillarby vd., (1996), yaptiklar1 ¢alismada TAP2 gen polimorfizmleri ile

romatoit artrit ve Felty’s sendromunun patogenezi arasinda bir iliski olup

olmadigini belirlemeyi amaglamislardir. Calismaya 89 romatoit artrit hastasi,

24 Felty’s sendromlu birey ile 64 saglikli birey dahil edilmistir. Calisilan 379,

565 ve 665 TAP2 gen polimorfizmlerinden sadece TAP2-379
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polimorfizminin her iki hastalik ile anlamli bir sekilde iliskili oldugu
sonucuna ulagilirken, digerlerinin romatoit artrit ve Felty’s sendromunun
gelisimi ile herhangi bir ilsikisi gozlenememistir. Ayrica TAP2D allel
dagiliminin her iki hastalik grubu ile iligkili oldugu da bu ¢alisma sonucunda

elde edilmistir.

Kaslow vd., (1996), HLA-A3 ile kombine TAP1-333 polimorfizminin

insanlarda HIV hastaliginin ilerlemesiyle iliskili oldugunu bulmuglardir.

Kumagai vd., (1997), TAP1 ve TAP2 gen polimorfizmlerinin Sjorgen’s
sendromu ile iligkisini belirlemeyi amagladiklart c¢alismada TAP1 gen
polimorfizmlerinin hastalik ile iligkili olmadigini, yeni tanimlanan bir TAP2-
577 Bky-2 (Val-577) allellinin ise Sjorgen’s sendromunun geligimi ile iligkili

olabilecegini bildirmislerdir.

Rau vd., (1997), Grave’s hastaliginin TAP1 ve TAP2 gen polimorfizmleri ile
ilskili olup olmadigini belirlemek amaciyla yaptiklar: calismada 235 Grave’s
hastasi birey ile 218 saglikl1 bireyden elde edilen DNA 6rneklerinde TAP1 ve
TAP2 dizi varyantlar1 analiz edilmistir. Bu c¢alismada, TAP1*0301 ile
TAP2*0101 allellerinin Grave’s hastaligi ile iliskili oldugu ancak
TAP1*0401 allelinin hastaliga karsi koruyucu etkiye sahip olabilecegi

sonucuna ulasilmistir.

Ismail vd., (1997), Tunus populasyonunda TAPI gen polimorfizmleri ile
atopi arasinda bir iliski olup olmadigini belirlemeyi amaglamislardir. TAP1-
333 ve 637 polimorfizmlerinin dagiliminin allejik astim, alerjik rinit ve
alerjik dermatit ile kontrol grubu arasinda kiyaslanmasi sonucunda; TAP1B
(Val-333/Gly-637), TAPID (Ile-333/Gly-637) allelleri ile Gly-637
kodonunun her ii¢ hastalik ile de iliskili oldugu; TAPIA allelinin ise bu

hastaliklara kars1 koruyucu olabilecegi sonucuna varilmistir.

Vinasco vd., (1997), tarafindan TNF lokusundaki polimorfizmlerin romatoit
artrit hastaligi ile iligkisinin belirlenmesi amaciyla yapilan ¢alismada, HLA-
DR1, -DR4, -DR10 allellerinin hastalik 1ile iligkili oldugu sonucuna

ulagtlmistir.
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Cesitli kanser hiicre hatlarinda ve dokularda TAP ve LMP genlerinin
ekspresyonlarinin azaldigi bildirilmistir (Seliger vd., 2007).

Vinasco ve ark. (1998); TAP ve LMP gen polimorfizmlerinin romatoit artrit
hastalig1 ile iliskili olup olmadigini incelemeleri sonucunda TAP ve LMP
genleri ile romatoit artrit hastaliginin patogenezi arasinda 6nemli bir iligki

tespit edememislerdir.

Eiermann vd., (1998), yaptiklar1 ¢alisma sonucunda alveolar ekinokokusun
MHC lokuslar1 ile iligkili oldugunu bulmuslardir. Ayrica, alveolar
ekinokokusun bazi formlarinin HLA-DR3, HLA-DQ?2 allelleri ile de iliskili
olabilecegini ileri siirmiislerdir. HLA-DRBI11 allelinin, E. multilocularis
larvalart ile enfekte olmus bireylerde enfeksiyondan sonra alveolar
ekinokokus gelistirme riskini azaltabilecegini belirlerken, HLA-DP 0401

allelinin bu riski artirabilecegini bildirmislerdir.

Kuzushita vd., (1999), Japon populasyonunda TAP2 gen polimorfizmleri
(TAP2-565, -651 ve -687) ile Hepatit C virlis (HCV) enfeksiyonu arasinda bir
iligski olup olmadigini belirlemek amaciyla bir ¢aligma yapmislardir. Yapilan
analizler sonucunda; TAP2*0103 allelinin dagilimi normal alanin
transaminaz aktivitesine sahip olan hastalarda kronik karaciger hastasi olan
hastalardan daha fazla bulunurken, TAP2*0102 allelinin her iki grup HCV
hastalarinda saglikli bireylerden daha fazla bir dagilima sahip oldugu

gozlenmistir.

Foley vd., (1999), etnik olarak birbirinden bagimsiz UK Kafkas ve Polonya
Slavlar1 olmak tizere iki Avrupa populasyonunda Sarkoidosis hastalarinda
ARMS-PCR metodu ile TAP gen polimorfizmlerini analiz etmislerdir. UK
Kafkas populasyonu ile yapilan calismada; TAP1 genindeki polimorfizmlerin
hastalik ile iliskili olmadig1 ancak TAP2-565 kodonundaki Ala/Ala genotipi
ile TAP2-665’deki Thr/Thr genotipinin sarkoidosis hastalarinda saglikli
bireylere gore daha fazla bir dagilima sahip oldugu gézlenmistir. TAP gen
polimorfizmlerinin dagilimi iki populasyon arasinda kiyaslandiginda ise, her

iki populasyondaki kontrol ve hasta gruplar1 arasinda ve sadece hastalar
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arasinda TAP2’de anlamli bir farklilik g6zlenirken, her iki populasyondaki

kontrol gruplar1 arasinda da TAP1’de anlamli bir farklilik gozlenmistir.

Faucz vd., (2000), tarafindan Kaingang, Guarani Amerindian, ve Parana
Kafkas populasyonu olmak iizere ii¢ farkli Brezilya populasyonunda TAPI,
TAP2, LMP2 ve LMP7 gen polimorfizmlerinin allel ve haplotip
frekanslarinin  dagilimi incelenmis ve dagilimlarinin  Hardy-Weinberg
dengesinde olup olmadig1 test edilmistir. Caligmanin sonucunda Guarani ve
Kaingang populasyonlarinin LMP ve TAP genlerindeki allel ve genotip
dagilimlar1 agisindan farklilik gosterdigi belirlenmistir. Kafkas (Beyaz irk)
populasyonu ise Avrupa’daki ve diger populasyonlardaki Kafkas (Beyaz 1rk)
populasyonlari ile benzerlik gostermektedir. Bunun yani sira Kizilderililerin
ayirt edici polimorfizmlere sahip oldugu da gozlenmistir. Caligmanin
sonucunda elde edilen veriler, TAP-LMP boélgesindeki genlerin birlikte

evrimlesdigi hipotezini desteklemektedir.

Fraile vd., (2000), Kafkas populasyonunda TAP gen polimorfizmleri ile
Ankylosing spondilit arasinda bir iliski olup olmadiginin belirlenmesi
amaciyla yapilan calismanin sonucunda, TAP polimorfizmlerinin AS ile

iligkili olmadig1 sonucuna varmislardir.

Lee vd., (2001), Kore populasyonunda atopik dermatit hastaliginin TAP,
LMP ve HLA sif I genleri ile iligkili olup olmadigimi arastirmislardir.
Tiplendirilen 11 tane HLA-A ve 27 tane HLA-B allelinden sadece HLA-A24
alleli hastalik ile iliskili bulunmustur. TAP1, LMP2 ve LMP7 genleri
hastalikla iligkili bulunamazken; TAP2 geninde TAP2C allelinin hastalik ile

anlaml bir sekilde iliskili oldugu belirlenmistir.

Zhang vd., (2002a), Dogu Fransa populasyonunda TAPl ve TAP2
genlerindeki polimorfizmlerin romatoit artrit hastaligr ile iliskisinin
belirlenmesini amaglamiglardir. Hasta ve kontrol bireylerde TAP1 ve TAP2
polimorfizmleri ile HLA-DRB1 genotiplendirilmis ve tiim hasta ve kontrol
bireylerin HLA-DRBI1 genotipine sahip oldugu ancak TAP2-565 ve TAP2-
651 kodonlarindaki genotip dagilimlarinin hasta ile saglikli grup arasinda

farklilik gosterdigi gozlenmistir. TAP2-565 kodonundaki Thr varyanti ile
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TAP2-651°deki Cys varyantinin romatoit artrit hastaliginin patogenezinde
etkili oldugu sonucuna varilmistir. Bununla beraber TAP2-565’deki Thr
varyantinin peptit se¢imini ve MHC smf I molekiilleri ile etkilesimi

etkiledigi belirlenmistir.

Gergeker vd., (2002), tarafindan Tiirkiye populasyonunda TAP1 ve TAP2
gen varyantlarinin dagiliminin analiz edilmesi ve kistik fibrozis hastaliginin
fenotipinde bu varyantlarin olasi modifiye etkilerinin belirlenmesi amaciyla
yapilan calismada TAPl geninde TAP1-333 ve 637 olmak iizere iki
polimorfizm, TAP2 geninde TAP2-379, 565 ve 665 olmak flizere iig¢
polimorfizm analiz edilmistir. Analiz edilen bes polimorfizmden TAP2-379
ve TAP2-565 ile hastalik arasinda anlamli bir iliski bulunamazken, TAP1-
333 TAP1-637 ve TAP2-665 polimorfizmlerinin dagilimi hastalarda kontrol
grubuna gore farklilik gostermistir. Ayrica, AF508 homozigot hastalarda bu

mutasyonun sadece TAP2-665 ile iliskili oldugu sonucuna varilmstir.

Penfornis vd., (2002), Finlandiya populasyonunda HLA genleri ile iligkili
oldugu bilinen bir hastalik olan Tip I Diabet gelisiminde TAP2 geninin
roliinii belirlemeyi amaglamislardir. Calismaya dahil edilen 146 Finlandiyali
hasta ile 90 kontrol bireyde 379, 565, 665, 651 ve 687 olmak iizere bes kodon
bolgesindeki varyasyonlar analiz edilmis ve TAP2-651 DRB1*04,-DQS ile

TAP2F allellerinin hastalik ile iliskili oldugu sonucuna varilmistir.

Gergeker ve Ozgii¢ (2003), Anadolu populasyonunda TAP1 ve TAP2 gen
varyasyonlarinin dagilimini incelemisler ve elde ettikleri verileri Fransa,
Japonya, Almanya, Sardinya, ABD (Beyaz 1rk), Guarani, Kaingang
populasyonlari ile karsilagtirmislardir. Yapilan analizler sonucunda; Anadolu
populasyonunun genetik olarak Avrupa populasyonlarina yakin oldugu
belirlenmistir. Bu calismanin sonucu, ana populasyonun Orta Dogu’dan
Avrupa’ya Anadolu araciligiyla yayilmis oldugunu yani Anadolu’nun Avrupa

ile Orta Dogu arasinda genetik bir kdprii oldugunu destekler niteliktedir.

Zhang vd., (2002b), insanlardaki alveolar ekinokokusta TAP gen
polimorfizmlerinin roliinii inceledikleri ¢alismanin sonucunda TAP1 333 ve

637 varyantlarinin dagilimimin hasta ile kontrol grubu arasinda énemli bir
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farklilik gostermedigini belirlemislerdir. Ayrica, TAP2 665 bdlgesinde
Thr/Thr genotipinin hasta grubunda kontrol grubuna gore daha yiiksek bir
dagilima sahip oldugu gozlenmis ve Thr/Thr genotipi ile alveolar
ekinokokusun birka¢ formu arasinda pozitif bir iliski bulunmustur. Ayni
zamanda HLA-DRBI alleli ile alveolar ekinokokkus hastaligi arasinda da
pozitif bir iliski oldugu belirlenmistir.

Lajoie vd., (2003a), homojen atasal bir grup olan yerli Zimbabvelilerde
(Shona etnik grup) TAP1 gen polimorfizmlerini analiz etmisler ve TAPI
genini kodlayan bolgenin tamaminda 11 tane niikleotit dizi varyasyonunun
varligin1 tanimlamislardir. Calismanin sonucunda, kodon 333 ve TAP1*0201
ile TAP1*0401 allellerinin dagiliminda Afrikali ve Afrikali olmayan

populasyonlar arasinda 6nemli bir fark gozlenmemistir.

Lajoie vd.,(2003b), yerli Zimbabvelilerde (Shona etnik grup) TAP2 gen
polimorfizmlerini de analiz etmisler ve TAP2 genini kodlayan bdlgenin
tamaminda 17 tane niikleotit dizi varyasyonunun varligini tanimlamiglardir.
Bunlardan 373-Thr, 565-Thr ve 651-Cys varyantlarinin dagilimlarinda
Afrikali ve Afrikali olmayan populasyonlar arasinda anlamli farkliliklar

gozlenmistir.

Pyo vd., (2003), sedef hastaliginin patogenezi ile TAP ve HLA-DM genleri
arasindaki iligkinin belirlenmesini amagladiklar1 bir calismada TAP1 (333 ve
637), TAP2 (379, 565 ve 665), LMP2, LMP7, DMA ve DMB gen
polimorfizmlerini incelemislerdir. Farkli polimorfizmlerin dagilimlar1 Koreli
sedef hastalar1 ile kontrol grubu arasinda karsilastirildiginda; TAP1-637 ve
TAP2-665 polimorfizmleri sedef hastaligi ile iliskili bulunurken, diger TAP1
ve TAP2 polimorfizmleri ile LMP2 ve LMP7 polimorfizmlerinin
dagilimlarinda hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli bir fark
gozlenmemistir. Ayrica, hastalar Tip I ve Tip II olmak ftizere iki gruba
ayrilarak TAP ve HLA-DM allellerinin dagilimlar1 incelenmistir. Sonug
olarak, TAP2*B/B ve DMA*0102 allel frekanslarinin sedef hastalarinda
kontrol grubuna gore daha yiiksek oldugu ve HLA-DM allellerinin tip I sedef
hastalig ile iligkili olabilecegi bildirilmistir.
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Casp vd., (2003), Kafkas populasyonunda TAP ve LMP gen
polimorfizmlerini analiz ederek, bu genlerin vitiligo hastalig1 gelisimindeki
roliinii incelemislerdir. Calismanin sonucunda; TAP ve LMP gen bolgesinin
vitiligo hastalig ile iliskili olabilecegi sonucuna varilmistir. Ote yandan,
MHC smif II bolgesine baglh olmayan fakat {i¢iincii bir immiinproteozom alt
birimi olarak kodlanan MECL1 geni ile hastalik arasinda bir iligki

bulunamamastir.

Alaminos vd., (2004), c¢esitli kanserlerde @ TAP  molekiillerinin
ekspresyonlarinin  olmadigi durumlarda MHC smuf I antijenlerinin de

azaldigin belirlemislerdir.

Cao vd., (2005), Kuzey Cin’de LMP ve TAP gen polimorfizmleri ile insan
papilloma viriis (HPV) enfeksiyonuna bagli olarak goriilme sikligi artan
0zofagal karsinoma arasindaki iliskiyi arastirmiglar ve bu kapsamda TAP ve
LMP genlerinde yedi polimorfik bolgeyi analiz etmislerdir. Sonug olarak,
LMP7-145 ile TAP2-379 polimorfizmleri 6zofagal kanser ile anlamli bir
sekilde iligkili bulunmustur. Hasta ve kontrol grubundaki genotip dagilimlari
incelendiginde LMP7-145"de GlIn/Lys ve Lys/Lys, TAP2-379°da ise Val/lle
ve Ile/lle genotiplerinin hastalarda daha yiiksek bir dagilima sahip oldugu
gozlenmistir. Haplotip analizi sonucunda ise haplotip C (LMP7-145-

GIn/TAP2-379-Ile)’nin 6zofagal kanser riskini arttirdig1 sonucuna varilmistir.

Tao vd., (2007), insan papilloma viriisiiniin (HPV) neden oldugu Kondiloma
akuminatum hastaliginda TAP1 ve MHC-I molekiillerinin lokal ekspresyon
seviyelerini ve ekspresyon seviyelerindeki farkliligin hastalik ile iliskisinin
belirlenmesini amaglamislardir. TAP1 ve MHC-I molekiillerinin ekspresyon
seviyeleri hasta ve saglikli bireylerden alinan doku biyopsilerinde
kiyaslandig1 zaman; hasta bireylerin biyopsi 6rneklerinde bu molekiillerin
ekspresyon seviyelerinin azaldigi bunun yani1 sira TAPI-mRNA’sinin
ekspresyon seviyesinin de dnemli 6l¢iide azaldigr gozlenmistir. Kondiloma
akuminatum hastalifina neden olan HPV’nin, TAP1 ekspresyon seviyesinin
azalmas1  nedeniyle immiin sistemce taninmasinin  engellendigi

diistiniilmektedir.
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Soundravally ve Hoti (2007), TAP1-333 ve -637, HPA1-1a ve 1b ile HPA-2a
ve 2b polimorfizmlerinin her birinin kanamali atesli enfeksiyona ve sok
sendromlu enfeksiyona duyarliliktaki rollerini ¢aligmiglardir. Kanamali atesli
enfeksiyon ile TAP1-333 ve HPAL1 (la/la) arasinda pozitif bir korelasyon
bulunurken, HPA1b ile sok sendromlu enfeksiyon arasinda iliski oldugu

bildirilmistir.

Kim wvd., (2007), Kore populasyonunda alerjik burun nezlesinin
patogenezinde TAP1 ve TAP2 gen polimorfizmlerinin roliinii belirlemeyi
amagladiklar1 caligmalarinda, 110 hasta ve 107 saglikli bireyde TAPI1
geninde 333 ve 637 polimorfizmleri ve TAP2 geninde 379, 565, 651 ve 665
polimorfizmlerini analiz  etmislerdir. Calismanin  sonucunda TAP2
polimorfizmleri ile alerjik burun nezlesi arasinda anlamli bir iligki
bulunamazken, TAP1 gen polimorfizmlerinden TAP1-333 Ile/Val ile TAP1-
637 Asp/Gly genotiplerinin alerjik burun nezlesine kars1 genetik duyarliligin
gelisimine katki saglayan onemli bir faktér oldugu bildirilmistir.  Ayrica
TAP1 gen polimorfizmleri ile alerjik rijinit gelisimi arasinda anlamli bir iligki

oldugu sonucuna ulagsmislardir.

Dogru vd., (2007), tarafindan Anadolu populasyonunda TAP gen
polimorfizmleri ile idiyopatik bronkestazi arasindaki iligki incelenmistir.
Calismada, TAP1 geninde iki (kodon 333 ve 637), TAP2 geninde ii¢ (kodon
379, 565 ve 665) polimorfik bolge analiz edilmistir. TAP1 ve TAP2
genlerinin allel ve genotip dagilimlar1 ¢alismaya dahil edilen hasta ve kontrol
grubunda  karsilastirildiginda; TAP2-565  disindaki  polimorfizmlerin
idiyopaatik bronsektazi ile iliskili olabilecegi sonucuna varilmustir. Iliskili
bulunan kodonlardan TAP1-333°de Ile/Val, TAP1-637’de Asp/Gly, TAP2-
379°da Ile/Val ve TAP2-665de Thr/Ala ile Ala/Ala genotiplerinin hastaligin

gelisiminde etken olabilecegi ileri siirlilmiistiir.

Bullido vd., (2007); sporadik Alzheimer hastalig1 i¢in temel bir genetik risk
faktorli olan APOE4 (apolipoprotein E geninin €4) alleli tagiyan Alzheimer
hastalarinda TAP gen polimorfizmlerini analiz etmek ve hastaligin
patogenezinde etkili olan TAP gen kombinasyonlarini belirlemek amaciyla

bir calisma yapmislardir. Caligmanin sonucunda, TAPIl genindeki
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polimorfizmlerin ve TAP2-379 polimorfizminin Alzheimer hastalig1 ile
iligkili olmadigi, ancak TAP2-687°deki rs241448 SNP’sinin APOE4 alleli
tasityan Alzheimer hastalarinda hastalik ile iliskili oldugu tespit edilmistir.
Ayrica, APOE4 ve TAP2-687 C allel kombinasyonu ile hastalifin gelisimi

arasinda pozitif bir iligkinin varlig1 da belirlenmistir.

Xu vd., (2007), Cin populasyonunda MHC siif II bolgesinden kodlanan TAP
ve LMP genlerindeki polimorfizmlerin hepatit B viriis (HBV) enfeksiyonu ile
iligkisini arastirmiglardir. Caligma sonucunda LMP7-145 (Gln/Lys, Lys/Lys),
TAP1-637 (Asp/Gly, Gly/Gly) ve TAP2-651 (Arg/Cys) genotiplerinin HBV
enfeksiyonu ile iligkili oldugu bulunmustur. Ayrica, haplotip analizi
sonucunda haplotip D (Lys-Gly-Arg) ve E (GIn-Gly-Cys)’nin HBV

enfeksiyonu agisindan risk teskil ettigi belirlenmistir.

Vermeulen vd., (2007), servikal karsinomada TAP ekspresyon defektlerinin
TAP1 geninde higbir mutasyon olmaksizin TAP bolgesindeki heterozigotluk
kayb1 (LOH) ile siklikla iliskili olabilecegini gostermislerdir.

Mehta vd., (2007), antijen isleme makanizmasi (APM) bilesenlerindeki SNP
genotiplerinin ve haplotiplerinin servikal kanser gelisimine etkisini
arastirmiglardir. Hasta ve kontrol gruplarinda TAP1, TAP2, LMP2, LMP7 ve
ERAPI1 genlerindeki 13 SNP, RT-PCR ile analiz edilmistir. Servikal kanser
hastalar1 ile saglikli bireyler arasinda allel dagilimlar1 kiyaslandigi zaman;
LMP7-145, TAP2-651, ERAP1-127 ve ERAP1-730 lokuslar ile servikal
kanser riski arasinda anlamli bir iligki oldugu sonucuna varilmistir. Bununla
birlikte, TAP2-651, LMP7-145 lokuslarindaki major allel ile ERAP1-127,
ERAPI1-730 lokuslarindaki minér allelin varliginin servikal kanser riskini

artirtig1 belirlenmistir.

Soundravally ve Hoti (2008), tarafindan yapilan bir ¢alismada enfeksiyon
hastaliklarinin patogenezinde rol alan antijen peptitlerinin se¢imini etkileyen
TAP gen polimorfizmlerinin, ¢esitli viral enfeksiyonlarla iliskisinin
belirlenmesi amaglanmis ve kanamali atesli enfeksiyon, atesli enfeksiyon ve
sok sendromlu enfeksiyon hastalarinda TAP1 geninde 2, TAP2 geninde 3

polimorfizm analiz edilmistir. Calismanin sonucunda ise; TAPI1-333 ve
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TAP2-665 ile TAP2-379 lokuslarindaki heterozigot genotiplerin atesli
kanamal1 enfeksiyon i¢in risk faktorii oldugu ancak TAP1 ve TAP2
homozigotlugunun enfeksiyon riskine karsi koruyucu oldugu sonucuna

ulasilmstir.

Feng vd., (2008), Cin Han populasyonunda TAP1 ve TAP2 polimorfizmlerini
analiz ederek allel dagilimlarim1 diger populasyonlarla karsilastirmislardir.
Cin Han populasyonunda nadir olarak goriilen TAP1*0401 allelinin cesitli
Afrika populasyonlarinda yaygin oldugu goézlenmistir. TAP1’in Cin Han
populasyonundaki dagilimi Japon populasyonu, Amerika ve Avrupa’dan
gelen Kafkas populasyonu ile benzerlik gdsterirken; Kaingang, Anadolu ve
Guarani populasyonlart ile farklilik gdstermektedir. Cin Han populasyonunda
TAP2 polimorfizminin dagilimi ise diger populasyonlardan farklilik

gostermektedir.

Aquino-Galvez vd., (2008), Meksika Mestizo populasyonunda TAP1 geninde
333, 458, 637, 661 pozisyonlarindaki polimorfizmlerin incelenmesini ve bu
genlerin hipersensitif pnomonit (HP)’e kars1 hassasiyetteki rollerinin
belirlenmesini amaclamiglardir. Yapilan calismada; Gly-637 (GGC) alleli,
Asp-637/Gly-637 genotipi ve Pro-661/Pro-661 genotipinin hasta bireylerde
saglikli bireylere gore daha fazla gozlendigi ve dolayisiyla HP hastalig ile
iliskili  olduklar1 sonucuna varilmistir. Bunun yam1 sira Meksika
populasyonunda TAP1-637 pozisyonundaki polimorfizmin HP hastaligina
kars1 duyarliligr etkiledigi de ileri siiriilmiistiir. Filogenetik analizler;
TAP*0101 allelindeki polimorfizmin en yeni polimorfizm oldugunu,
TAP*02012 ve 02011 allellerinin insanlardaki atasal alleller oldugunu
gostermektedir. Aquino-Galvez ve arkadaglari daha once yapmis olduklari
calismada; Meksikalilarda MHC smif II haplotipleri (HLA-DRB*1305-
DQB1*0301 ile HP’ye duyarlilik arasinda anlamli bir iliskinin varhigim

tanimlamislardir.

Liang vd., (2009), Lenfoid malignansi riski tasiyan ailelerde genetik
varyasyonlarin incelenmesini amaglamiglar ve kronik lenfoid 16semi (KLL),
Waldenstrom makroglobulinema (WM) ve Hodgin Lenfoma (HG) igin
yiiksek risk tasiyan ailelerden 165 hasta ve ayni ailelerden 107 kontrol bireyi
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analiz etmiglerdir. Calismada, apoptoz, DNA tamiri, hiicre dongiisii, immiin
diizenleme ve oksidatif stres genleri olmak {izere lenfoma patogenezinde
onemli olan 152 gende 1536 SNP analiz edilmis ve sonug olarak Bcl2’nin her
ti¢ hastalikla, IL10 ve TNF SF10 polimorfizmlerinin kronik lenfoid 16semi ve
waldenstrom makroglobulinema ile, IL6 genindeki polimorfizmin ise;

hodgin lenfoma ile iligkili oldugu sonucuna varilmistir.

Einstein vd., (2009), TAP genlerindeki genetik cesitliligin servikal
intraepiteliyal neoplasia gelisime etkisini incelemislerdir. Calismada, TAP1
geninde iki (TAP1-1333V ve TAP1-D637G), TAP2 geninde ii¢ (TAP2-
1379V, -A665T ve -Q687stop) SNP analiz edilmistir. Yapilan analizler
sonucunda; TAPI1-1333V ile TAP1-D637G dagiliminin hasta ve saglikli grup
arasinda farklilik gosterdigi gozlenmis ve bu polimorfizmlerin servikal
neoplasia gelisimine kars1 yiiksek derecede koruyucu bir etkiye sahip oldugu

sonucuna varilmistir.

Feng vd., (2009), genetik olarak heterojen bir yapiya sahip olan Cin
populasyonunda Ankylosing Spondilit (AS) hastalig1 ile TAP1 ve TAP2 gen
polimorfizmleri arasindaki iligkinin belirlenmesini amaglamiglar ve TAP1’de
alti SNP, TAP2’de ii¢ SNP analiz etmislerdir. B-27 negatif ve pozitif
kontrolde TAP1 ve TAP2 SNP’lerinin allel ve genotip dagilimina
bakildiginda; TAP1 1910 AG genotipinin ve G allelinin, TAP2 1693 AA
genotipinin AS i¢in potansiyel bir risk faktorii oldugu goézlenmistir. HLA-
B60, MICA, HLA-DRBI1, TNF-q, IL-1Ra, LMP gibi bircok gen AS ile
iliskili bulunurken, genetik olarak en ¢ok iligkili bulunan HLA-B27 genidir.
Genel olarak calisitlan TAP SNP’lerinden bes tanesi AS ile iliskili

bulunmustur.

Fellerhoff ve Wank (2009), TAP ve Tapasin genleri gibi klasik olmayan HLA
genlerinin sizofreni patogenezindeki roliinii arastirmislardir. TAP1 geninde
333 ve 637, TAP2 geninde 386 ve 687 polimorfizmleri ile Tapasin geni
analiz edilmis ve TAP1 ve Tapasin allellerinin sizofreni patogenezinde etkili

oldugu sonucuna varilmstir.
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Kiper vd., (2010), Tiirkiye populasyonunda kistik ekinokokkozis (CE) hastas1
cocuklarda TAP1 ve TAP2 gen polimorfizmlerinin hastalik ile iligkisini
arastirmiglardir. Yapilan analizler sonucunda TAP1-333, TAP2-565 ve 665
polimorfizmleri ile hastalik arasinda bir iliski bulunamazken; TAP1-637 ve
TAP2-379 polimorfizmleri hastalik ile anlamli bir sekilde iligkili
bulunmustur. Ayrica TAP1-637 Asp/Gly ile TAP2-379 Ile/Val genotipinin
hastaliga kars1 duyarliliga neden olabilecegi bildirilmistir. Multifaktoriyel bir
hastalik olan kistik ekinokokkozisin gelisiminde TAP genlerinin az da olsa

rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir.

Tamandani vd., (2010), Kuzey Hint populasyonunda TAP1 ve TAP2 gen
polimorfizmlerinin servikal hiicre karsinomas1 (SCC) ve adenokarsinomaya
(AC) yakalanma riski tlizerine etkisini arastirmislardir. TAP1 ve TAP2
genotip dagilimlariin hasta ve kontrol grubu arasinda kiyaslanmasi
sonucunda; bu genlerin ¢alisilan servikal kanser tiirleri ile iligkili olmadigi

sonucuna varilmistir.

Layouni vd., (2010a), tarafindan yapilan bir ¢caligmada epilepsi tiirlerinin %5-
10’unu olusturan ve birka¢ genin birbirleriyle etkilesimi sonucu ortaya ¢ikan
Jiivenil Miyoklonik Epilepsi (JME) ile BRD2 ve TAP1 genlerinin iliskisinin
belirlenmesi amaglanmistir. Calismada BRD2 geninde 3 SNP ile TAPI
geninde iki polimorfizm analiz edilmistir. Yapilan analizler sonucunda;
BRD2 genindeki SNP’lerin hastalik ile iliskili olmadigi ancak TAP1 geninde
333 Ile/637 Gly ve 333 Val/637 Asp haplotiplerinin hastaliktan sorumlu

olabilecegi sonucuna varilmistir.

Layauni vd., (2010b), bir diger ¢calismada TAP1 genindeki polimorfizmlerin,
Kafkas populasyonunda jiivenil miyoklonik epilepsi ile Tunus
populasyonunda ise genel idiyopatik epilepsi ile iligkisini arastirmiglardir.
Calismada, TAP1 geninde TAP1-333 ve TAP1-637 olmak iizere iki
polimorfizm analiz edilmistir. Tunus populasyonunda c¢ok yaygin olarak
goriilen genel idiyopatik epilepsi ile TAP1 genindeki 1333V ve D637G
polimorfizmleri arasinda iliski oldugu belirlenmistir ancak Kafkas

populasyonunda jiivenil miyoklonik epilepsi ile TAP1 geni arasinda herhangi
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bir iliski bulunamamistir. TAP1-A/A haplotipinin ise, bazi epilepsinin

cesitlerine kars1 koruyucu bir marker oldugu sonucuna varilmstir.

Shi vd., (2010)’nin Cin populasyonunda TAP ve LMP gen varyasyonlarinin
hepatit B viriis (HBV) enfeksiyonunun gelisimi ile iliskisini belirlemek
amaciyla yaptiklar1 ¢alismada; 356 HBV enfeksiyonlu hasta ile 278 saglikli
bireyden elde edilen DNA o6rneklerinde 8 polimorfizmin analizi yapilmistir.
Analiz edilen polimorfizmlerden sadece TAP1-637 ve LMP7-145, HBV
enfeksiyonu ile iliskili bulunmustur. [TAP1-637]-[LMP7-145] haplotip D
(Gly-Lys) tasiyan bireylerin inat¢i HBV enfeksiyonuna yakalanma riskinin
artt1g1 belirlenmistir. Yapilan ¢alismanin sonucunda; TAP ve LMP genlerinin

HBYV enfeksiyon gelisimi i¢in dnemli bir faktor olabilecegi bildirilmistir.

Bravo vd., (2010)’nin Giiney Ispanya populasyonunda brusellozis patogenezi
ile TAP ve LMP genlerindeki genetik polimorfizmler arasindaki iligkinin
belirlenmesi amaciyla yapmis olduklar1 calismada TAP1’de 333 ve 637,
TAP2’de 379, 565, 665 ve 687, LMP’de LMP2 ve LMP7 pozisyonlarindaki
gen polimorfizmlerini PCR-RFLP metodu ile ¢alismislardir. Hasta ile kontrol
grubu arsinda TAP1 ve TAP2 allel dagilimma bakildigi zaman; TAPI1A,
TAP2A ve TAP2B allellerinin her iki grupda da en yaygin dagilima sahip
oldugu goriilmiistiir. Calismanin sonucunda TAP ve LMP genlerinin
genotiplerinin dagilimi ile brusellozis arasinda anlaml bir iliski bulunamadigi

gibi TAP ile HLA smf I bolgeleri arasinda da bir iligki bulunamamustir.
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3.1. Ornekleme

Hematolojik kanserlerde TAP1 ve TAP2 gen polimorfizmlerinin incelenmesini
amaglayan bu c¢aligmada, Kronik Miyelositer Losemi (KML), Kronik Lenfositer
Losemi (KLL) ve Multipl Miyelom (MM) olmak iizere li¢ farkli hasta grubuna ait
bireylerden kan 6rnekleri alinmistir. Calismaya dahil edilen hasta gruplar1 ve kontrol

grubuna ait birey sayilarinin cinsiyete ve yasa gore dagilimi Tablo 3.1° de verilmistir.

BOLUM 3

MATERYAL ve YONTEM

Tablo 3.1. Calismaya dahil edilen gruplar ile bireylerin yas ve cinsiyet dagilimlari

Cinsiyet Toplam Minumum | Maksimum
Gruplar
dagihim birey yas yas
KML E: 15 48 19 78
K: 33
KLL E: 18 26 40 80
K: 8
MM E: 15 25 36 74
K: 10
Kontrol E: 45 100 17 58
K: 55
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Calismaya toplamda 99 hasta birey ve birbiriyle akrabalik iligkisi olmayan 100
saglikli birey dahil edilmistir. Calismada yer almay1 kabul eden bireylerden alinan 10
ml periferik kan drnekleri steril EDTA’l1 tiipler igerisine konulmustur. Ornek alimi
sirasinda kisilere ¢alismanin amaci, izlenecek yontem, risk ve faydalar hakkinda bilgi

verilerek sozlii ve yazili onamlart alinmistir.

Bu calisma, Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Etik Kurulu’nun onayi

aliarak gerceklestirilmistir (30.06.2008, Karar no: 06-2008/118).
3.2. DNA Izolasyonu

Ornekleme sirasinda bireylerden alinan 10 cc periferik kandan yiiksek tuz
konsantrasyonuyla DNA’nin ¢oktiiriilmesi metodu kullanilarak DNA izolasyonu
gergeklestirilmistir. Bu yontem, yliksek miktarda DNA eldesine olanak saglamakta
ve kolay uygulanabilmekte olup ekonomik ve biyogiivenlik acisindan da avantajli bir

yontemdir.

DNA izolasyonu sirasinda kullanilan soliisyonlarin icerikleri asagida

verilmistir:

= (ekirdek Lizis Tamponu (pH: 8.2)

10 mM Tris-HCL 1,576 g
400 mM NaCl 234¢g
2 mM Na,EDTA 0,7¢

Distile su ile ¢oziilerek 1 It’ye tamamlanmistir. pH 8.2’ye ayarlanip otoklavda steril

edildikten sonra buzdolabinda +4°C’de saklanmastir.

= SDS %10

SDS 10g

Distile su ile ¢oziilerek 100 ml’ye tamamlanmistir. Membran filtre ile steril edilerek

oda sicakliginda saklanmistir.
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* Amonyum Asetat

Amonyum Asetat 148 g
Distile su ile ¢oziilerek 200 ml’ye tamamlanmustir.
= TE tampon ¢ozeltisi (pH: 7.5)

1 mM Tris-HCL 0,394 ¢
ImM Na,EDTA 0,093 g

Distile su ile c¢oziilerek 250 ml’ye tamamlanmistir. Soliisyon otoklavlanarak

buzdolabinda +4°C’de muhafaza edilmistir.
= Proteinaz K

200 mg proteinaz K, 10 ml’ye steril distile su ile tamamlanmistir ve -20°C’de

muhafaza edilmistir.

Soliisyonlar hazirlandiktan sonra periferik kandan DNA izolasyonu icin

asagidaki islemler sirasiyla gerceklestirilmistir:

» 10 cc kan 50 ml’lik EDTA’ I tiiplere alinarak tizerine 40 ml soguk steril distile
su eklendi ve eritrositleri patlatmak amaciyla tiipler 1-2 dk asagi yukari

calkalandi.

» Tiipler 2000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi (P Selecta Centronic —BL II
Santrifiij).

» Siipernatan atildi ve pelletin iizerine hacim 25 ml’ye tamamlanacak sekilde

soguk steril distile su eklendi, pellet ¢oziilene kadar tiipler calkalandi.
» Ornekler, 2000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi.

» Siipernatan atildi ve pelletin tizerine 3 ml Cekirdek Lizis tamponu, 200 pl
Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) ve 150 ul Proteinaz K eklendi ve karigim vorteks

ile homojenize edildi.

» Tiipler 37 °C’de 16 saat inkiibasyona birakildi.
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Tiiplerin igerisine 2 ml amonyum asetat eklendikten sonra 1 dk salland1 ve oda
sicakliginda 10 dk bekletildi.

Ornekler 3500 rpm’de 15 dk santrifiij edildi.

Siipernatan toplanarak baska bir tiipe aktarildi ve {izerine toplam Ornek

hacminin 2 kat1 kadar etanol eklendi.
Tiipler yavag¢a dondiiriilerek DNA’nin toparlanmasi saglandi.

DNA 500 pl TE (Tris-EDTA) tamponunda ¢ozdiiriildiikten sonra kullanilacagi

zamana kadar -80 °C’de saklandu.

Izole edilen DNA &rneklerinin konsantrasyon ve saflik tayini Nanodrop cihazi

kullanilarak yapildu.

3.3. TAP1 ve TAP2 Genlerinin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile

Amplifikasyonu

Kary Mullis tarafindan 1985 yilinda kesfedilen Polimeraz Zincir Reaksiyonu; tek

iplikli DNA’y1 kalip alan ve belli bir DNA dizisini 6zgiin olarak in vitro ortamda

cogaltmak icin kullanilan ve genetik alaninda devrim niteligi tasiyan bir tekniktir.

DNA polimeraz enzimi; oligoniikleotitleri (primer) substrat olarak kullanarak 5°—3’

yoniinde yeni DNA ipligini sentezleyerek belli bolgenin kopyasinin olusturulmasini

saglar. Bir PCR reaksiyonu genellikle 30-35 dongiiden olusur. Her dongiiniin

sonunda DNA miktar1 iki katina ¢ikar. Boylece bir DNA molekiiliiniin milyonlarca

hatta milyarlarca kopyasi kisa zamanda yapilabilmektedir (Yildirim vd., 2007).

e Denatiirasyon: Cift iplikli DNA’nin 94-95°C gibi yiiksek sicakliklarda denatiire

edilerek tek iplikli hale getirilmesidir. Denatlirasyon basamagi i¢in kullanilan
sicaklik derecesi hedef DNA’nin baz igerigine gore degiskenlik gostermektedir.
Eger hedef DNA yiiksek GC igerigine sahipse, denatiire etmek i¢in gerekli olan
sicaklik derecesi daha fazladir (Klug, 2003).

e Primer Baglanmasi: Cogaltilmak istenen diziye 0Ozglin olarak tasarlanmis

oligontikleotitler ile denatiire edilmis DNA nin birlesme reaksiyonudur. Denatiire

edilmis tek iplikli DNA’ya primerlerin 6zgiil olarak baglanabilmesi ve

29



dolayistyla hedef bolgenin cogaltilabilmesi i¢in sicaklikligin primerin erime
1s1sina (Tm) diistiriilmesi gerekmektedir. Her primerin erime 1s1s1 baz sayisina ve

baz igerigine gore farklilik gostermektedir (Klug, 2003).

e Polimerizasyon (Zincir Uzamasi): Primerlerin Taq DNA polimeraz enzimi
sayesinde hedef DNA sarmalin1 tamamlamalari islemidir. Taqg DNA polimeraz
enziminin optimum aktivite gosterdigi 72-75°C sicaklikta oligoniikleotitler
(primer) substrat olarak kullanilarak 5°—3’ yoniinde yeni DNA ipligi
sentezlenerek belli bolgenin kopyasmin olusturulmasi saglanmig olur (Klug,

2003).

mwmmwwm‘ . Kalip DNA

l
1. Asama

Denatiirasyon

2. Asama
Primer
Baglanmasi

¥

([T
- 3l

3
| /

3. Asama
Polimerizasyon

Sekil 3.1. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) (http://genotyping.wordpress.com).

TAP1 ve TAP2 genlerinde incelenecek polimorfizmleri kapsayan bolgelerin

amplifikasyonu icin tasarlanan 6zgiil primer dizileri Tablo 3.2’de verilmistir.
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Tablo 3.2. TAP genleri PCR amplifikasyonu i¢in kullanilan primer dizileri

. . . PCR PRIMER
GEN PRIMER DIZILERI L. BAGLANMA
URUNU SICAKLIGI
APl | IP 5~ CACCCTGAGTGATTCTCT- 3’
333 GP 5’- ACTGACTCTGCCAAGTCT-3’ 235 be 55°C
TAP1- [P 5°- CCCTATCCAGCTACAACC- 3’
637 GP 5°- AACGCCACTGCCTGTCGCT- 3’ 183 bg 55°C
TAP2- [P5’-GAACGCGCCTTGTACCTGCTC-3’
379 GP 5’- ACCCCCAAGTGCAGCAC-3’ 212 be 57°C
TAP2- | [P 5-GGAGCAAGCTTACAATTTGTAGAAGATACC-3’
GP 5°- CTGTTCTCCGGTTCTGTGAGGAACAACAGT-3’ 162 bg 55°C
565
TAP2. | IP5°-GGTGTGAGGGCAGCCCCAGTTCCCT- 3’
GP 5’-ATCACCAGCACTGTGCGATCCCCCC- 3 261 bg 60°C
651
TAP2- IP 5°-GGTGATTGCTCACAGGCTGCCG- 3’
665 GP 5’-CACAGCTCTAGGGAAACTC- 3’ 227 bg 56°C

TAP1 ve TAP2 genlerinin PCR ile amplifikasyonu i¢in 1pg genomik DNA 6rnegi, 1
umol/l ileri primer (IP) ve geri primer (GP), 200 pM her bir ANTP, 1X Taq DNA

polimeraz ¢6zeltisi, 1,5 mmol/l MgCl, ve 0,5 iinite Taq polimeraz igeren toplam 25

ul karisim hazirlanmstir.

TAP1 ve TAP2 gen bolgeleri Takara PCR Thermal Cycler (Gradient PCR)

kullanilarak ¢ogaltilmistir.

PCR reaksiyonundaki 1s1 dongiileri Tablo 3.3’de verilmistir.
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Tablo 3.3. PCR Reaksiyonundaki Is1 Dongiileri

. . DONGU
ISLEM SICAKLIK SURE
SAYISI
Basamak 1 On denatiirasyon 95 °C 5 dk 1
Denatiirasyon 95°C 30 sn
Basamak 2 Primer Baglanma Tm* 30 sn 35
Zincir Uzama (Sentez) 72 °C 30 sn
Basamak 3 Final Sentez 72 °C 5dk 1

*Primerin baglanma sicakligi (Tm) kullanilan primere gére degiskenlik gostermektedir.
3.4. Agaroz Jel Elektroforezi

Yiikli molekiillerin bir elektrik alanda yiiriitiilerek elektron yiiklerine, molekiil
agirliklarina ve yapilarina gore ayristirilmasi islemine elektroforez denilmektedir.
Elektroforez jelinde; molekiiller kendi yiiklerine zit kutba dogru hareket ederler.
Bunun yani sira kiiglik molekiil agirligina sahip DNA bantlar1 agir olandan daha hizli

hareket ederek jelde farklilasirlar (Dilsiz, 2004).

Calismada, PCR reaksiyonu sonucunda elde edilen {irlinler %2’lik agaroz jelde
elektroforez islemi ile ayrigtirilmistir ve etidyum bromiir kullanilarak DNA

bantlarinin goriintiilenmesi saglanmistir.

Agaroz jel elektroforezi isleminde kullanilan soliisyonlar ve igerikleri asagidaki

gibidir:
» Etidyum Bromiir

Steril distile su ile 5 mg/ml olacak sekilde 10 ml’lik stok hazirlanmistir.
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» Agaroz jel Yiikleme Tamponu

6x, 10x Brom Fenol mavisi yiikleme tamponu (Fermentas)

Orange G yiikleme tamponu
10mM Tris-HCI, % 0,15 Orange G boyasi, %0,3 ksilen siyanol, %60 gliserol ve
60mM EDTA

» TBE Tampon Cozeltisi (pH: 8,3)

Tris 121,1 g
Borik Asit 61.8¢g
EDTA 7,44 ¢

Distile su ile ¢oziilerek 100 ml’ye tamamlanmustir.

% 2’lik Agaroz Jelin Hazirlanmasi

>

>

2 g agaroz hassas terazide tartilip bir erlene konuldu.

Uzerine 100 ml 1XTBE tamponu ilave edildi ve mikrodalga firm
kullanilarak kaynatildi.

Erlen 50-55 °C’ye sogutulduktan sonra, igerisine 10 ul etidyum bromiir

(5mg/ml) eklendi.

Karisim hava kabarcigi olmayacak sekilde jel tabagina dokiildi ve oda

sicakliginda yaklasik 40 dk jelin polimerize olmasi i¢in bekletildi.

Jel tabagi, jel tamamen tamponun igerisinde olacak sekilde tankin igerisine

yerlestirildi.

En az bir kuyucuga DNA belirleyici olmak iizere, ¢alisilan bireylere ait PCR

tirtinleri yiikleme tamponu ile karistirilarak yiiklendi.

Ornekler 120 V’da yaklasik 35 dakika vyiiriitiildii (Cleaver MP- 250 V

elektroforez).
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» Ardindan jel goriintiileme sistemi kullanilarak UV 1s1ginda bantlarin

goriintlilenmesi saglandi ( Vilber Lourmat goriintiileme cihazi).

3.5. TAP1 ve TAP2 Gen Polimorfizmlerinin RFLP (Restriksiyon Parca Uzunluk

Polimorfizmi) Teknigi ile Analizi

Restriksiyon par¢ga uzunluk polimorfizmi tekniginde kullanilan restriksiyon
endoniikleazlar, restriksiyon bolgeleri olarak bilinen cift zincirli DNA’nin sadece

spesifik baz dizilerini taniyarak diziyi bu bolgelerden kesmektedir (Yildirim, 2007).

Bakterilerden elde edilen restriksiyon endoniikleaz enzimleri, bakterinin kendi
DNA’sina zarar vermezken, kendi DNA’s1 disindaki yapilar1 6zgiil baz dizilerinden
tantyarak kesip yok ederler (Klug, 2003).

TAP1 ve TAP2 gen polimorfizmleri i¢cin PCR ile ¢ogaltilan gen bolgeleri 6zgiil
restriksiyon enzimleri ile iiretici firmanin 6nerdigi kosullarda kesime tabi tutulmus
ve kesim sonucu olusan DNA parcalar1 agaroz jel elektroforezi ile biiylikliiklerine

gore ayristirilmigtir.

TAP1 ve TAP2 genlerinin PCR iiriinleri (5ul) toplam 10ul hacim igerisinde 5-10 U
enzim kullanilarak kesilmistir. PCR iiriinlerinin uygun restriksiyon enzimleri ile
kesilmesi sonucunda elde edilen iirlinler agaroz jel elektroforezi ile ayristirilmis ve
etidyum bromiir ile boyanarak UV 1s1k altinda goriintiilenmistir. Olusan bantlarin
bliyiikliikleri standart DNA  belirleyicileri  (marker) 1ile karsilastirilarak

polimorfizmler analiz edilmistir.

Poliimorfizmlerin incelenmesi i¢in kullanilan restriksiyon enzimleri, bu enzimlerin
kesim kosullar1 ve kesim sonucu olusan DNA bant biiyiikliikleri Tablo 3.4’de

verilmistir.
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Tablo 3.4. Calismada kullanilan restriksiyon enzimleri, kesim kosullar1 ve olusan
kesim tiriinleri

Restriksiyon Kesim e e .
Gen Enzimi Siiresi/Sicakhg Kesim Urinleri
Val -146, 74, 15 bg
_ Al 4 o b b
TAP1-333 Sau3 sa/37°C lle - 118, 74, 28, 15 be
Gly - 183 bg
- Accl 4 ’
TAP1-637 cc sa/37°C Asp - 132 bg, 51 be
Ile - 212 bg
TAP2-379 BstU1 16 sa/60°C Val - 192 bg, 20 bg
Ala -162 bg
TAP2-565 Scal 4 sa/37°C Thr - 132 b, 30 be
Cys - 261 bg
- Smal 4 sa/37°C
TAP2-651 ma sa Arg 235 bg
Ala - 227 bg
TAP2-665 Mspl 4 5a/37°C Thr - 207 bg, 20 bg

Kesim friinlerinin analizi i¢in %3’lik agaroz jel hazirlandi. DNA belirleyici ve
kesilmemis PCR {iriinii ile birlikte kesilmis PCR {irtinleri sirasiyla yiikleme tamponu
ile karistirlarak yiiklendi. Ornekler 90V elektrik akimi verilerek yaklasik 1 saat
yiriitildi.
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3.6. Genotip Tayini

TAP1-333 gen bolgesine ait PCR iiriinii 235 b¢ uzunlugundadir. PCR {iriinii
kesildikten sonra 15, 28, 74 ve 118 bg¢’lik bantlar gézlendigi zaman genotip /1, 15,
74 ve 146 bg biiylikliigiinde li¢c bant gozlendigi zaman genotip V/V seklinde iken 74,
118 ve 146 bg’lik ilic bant gozlendiginde genotip I/V heterozigot olarak

degerlendirilmistir.

TAP1-637 gen bolgesine ait PCR {iriin biiyiikliigii 183 b¢ uzunlugundadir. Kesim
islemi sonucunda 183 bg¢’lik tek bant gozlendiginde (her iki allel kesilmemis ise)
genotip (G/G); 51, 132 ve 183 bg’lik ii¢c bant gozlendiginde (allellerden sadece biri
kesilmis ise) genotip (D/G); 51 ve 132 bg’lik iki bant gozlendiginde ise (her iki allel
kesilmis ise) genotip (D/D) olarak degerlendirilmistir.

Calismaya dahil edilen TAP1 gen bolgesinden TAP1-333 ve TAP1-637
polimorfizmleri i¢in elde edilen PCR f{iriin biiyiikliikleri ile kesim sonucu elde edilen

bant biiyiikliiklerine gore belirlenen genotipler Tablo 3.5 ’de verilmistir.

Tablo 3.5. Kesim sonuclaria gére TAP1 polimorfizmlerinin genotiplendirilmesi

POLIMORFIZM ng%g}gglj GENOTIP KESIiM URUNLERI
/1 15 bg, 28 bg, 74 bg, 118 be
TAP1-333 235 bg v 74bg, 118 b, 146 bg
V/V 15 bg, 74 b, 146 bg
D/D 51 bg, 132 be
TAP1-637 183 bg D/G 51 bg, 132 bg, 183 be
G/G 183 bg
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TAP2-379 gen bolgesine ait PCR {irlin biiyiikligi 212 b¢ uzunlugundadir. Kesim
islemi sonucunda, 212 bg¢’lik tek bant gozlendiginde (her iki allel kesilmemis)
genotip (I/T), 20, 192 ve 212 bg¢’lik {i¢ bant gozlendiginde (allellerden sadece biri
kesilmis) genotip (V/I), 192 bg¢ ve 20 b¢’lik bantlar gozlendiginde ise (her iki allel
kesilmis) genotip (V/V) olarak degerlendirilmistir.

TAP2-565 gen bolgesine ait PCR {irlin biiyiikligi 162 b¢ uzunlugundadir. Kesim
islemi sonucunda, 162 b¢’lik tek bant gozlendiginde (her iki allel kesilmemis)
genotip (A/A), 30, 132 ve 162 bg’lik ii¢ bant gozlendiginde (allellerden sadece biri
kesilmis) genotip (T/A), 30 ve 132 bg’lik iki bant gozlendiginde ise (her iki allel
kesilmis ise) genotip (T/T) olarak degerlendirilmistir.

TAP2-651 gen bolgesine ait PCR {iriin biiyiikliigi 261 b¢ uzunlugundadir. Kesim
islemi sonucunda, 261 b¢’lik tek bant gozlendiginde (her iki allel kesilmemis)
genotip (C/C), 26, 235 ve 261 bg’lik ii¢ bant gozlendiginde (allellerden sadece biri
kesilmis) genotip (R/C), 26 ve 235’b¢’lik iki bant gozlendiginde ise (her iki allel
kesilmis ise) genotip (R/R) olarak degerlendirilmistir.

TAP2-665 gen bolgesine ait PCR {iriin biiyiikliigi 227 b¢ uzunlugundadir. Kesim
islemi sonucunda 227 bg¢’lik tek bant gozlendiginde (her iki allel kesilmemis ise)
genotip (A/A), 20, 207 ve 227 bg’lik iic bant gbzlendiginde (allellerden sadece biri
kesilmis) genotip (T/A), 20 ve 207 bg¢’lik iki bant gozlendiginde ise (her iki allel
kesilmis ise) genotip (T/T) olarak degerlendirilmistir.

Caligmaya dahil edilen TAP2 gen bolgesinden TAP2-379, TAP2-565, TAP2-651 ve
TAP2-665 polimorfizmleri i¢in elde edilen PCR iiriin biiyiikliikleri ile kesim sonucu

elde edilen bant biiyiikliiklerine gore belirlenen genotipler Tablo 3.6 * da verilmistir.
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Tablo 3.6. Kesim sonuclarina gore TAP2 polimorfizmlerinin genotiplendirilmesi

POLIMORFIZM BE%%IEEEEU GENOTIP KESIM URUNLERIi
VIV 20 b, 192 b
TAP2-379 212 bg V/1 20 bg, 192 bg, 212 bg
I/1 212 be
T/T 30 bg, 132 bg
TAP1-565 162 b T/A 30 b, 132 bg, 162 b
A/A 162 bg
R/R 26 bg, 235 be
TAP2-651 261 bg R/C 26 bg, 235 bg, 261 bg
C/C 261 bg
T/T 20 bg, 207 bg
TAP1-665 227 b T/A 20 bg, 207 bg, 227 bg
A/A 227 b

3.7. istatistiksel Analizler

Gen polimorfizmlerinin PCR-RFLP ile analizi sonucunda allel ve genotip frekanslari
direk sayim yontemi ile belirlenmistir. Elde edilen veriler “SPSS 13,0 for Windows”
programi ile analiz edilerek populasyonun Hardy-Weinberg dengesine uyumu
incelenmistir. Ayrica, polimorfizmlerin allel ve genotip dagilimlar1 kontrol ve hasta
gruplarinda ki-kare (y®) analizi ile karsilastirilarak hastalik-polimorfizm iliskisi

incelenmistir.
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BOLUM 4
BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Ornekleme ve DNA izolasyonu

Caligmada, birbiriyle akrabalik iliskisi olmayan saglikli bireyler ile Gaziantep
Universitesi, Tip Fakiiltesi, Hematoloji boliimiinde tan1 konmus KML, KLL ve MM
hastalarindan elde edilen kan 6rnekleri kullanilmistir. Tiim bireylerden alinan kan
orneklerinden DNA izole edilebilmistir. DNA orneklerinin  konsantrasyonlari
Olciilmiis ve ortalama 150-200 pg/ml oldugu tespit edilmistir. Ancak, DNA
orneklerinin miktarlar1 yetersiz kaldig1 i¢in polimorfik bolgelerin analiz edilebildigi

hasta sayis1 degiskenlik gostermistir.
4.2. TAP1 ve TAP2 Genlerindeki Polimorfik Bolgelerin PZR ile Cogaltilmasi

TAP1 ve TAP2 genlerindeki polimorfik bolgeler PZR ile ¢ogaltildiktan sonra elde

edilen irtinler agaroz jel elektroforezi ile kontrol edilmistir.

TAP1 genindeki iki polimorfik bolge (TAP1-333 ve TAP1-637) PZR ile ¢ogaltilmis
ve PZR sonucu agaroz jel elektroforezi ile kontrol edilmistir. Ornek jel gériintiisii

Sekil 4.1 ve Sekil 4.2°de verilmistir.

235 be

Sekil 4.1. TAP1-333 polimorfik bolgesinin PZR ile ¢ogaltilmasi sonrasinda agaroz
jel elektroforezi ile kontrol edilmesi

M : DNA belirleyici (pBR322 Haelll kesim)
1-9  : Orneklere ait PZR iiriinleri (235 bg)
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183 be

Sekil 4.2. TAP1-637 polimorfik bolgesinin PZR ile ¢ogaltilmas1 sonrasinda agaroz
jel elektroforezi ile kontrol edilmesi

M : DNA belirleyici (pBR322 Haelll kesim)
1-4  : Orneklere ait PZR iiriinleri (183 bg)

TAP2 geninde toplam 4 polimorfik bolge (TAP2-379, TAP2-565, TAP2-651 ve
TAP2-665) PZR ile ¢cogaltilmis, PZR firiinleri agaroz jel elektroforezi ile ayristirilmis
ve gorintiilenmistir. Sekil 4.3’de TAP2-379 polimorfik bdolgesinin PZR ile

cogaltilmasi sonucunda elde edilen iirlinler goriilmektedir.

Sekil 4.3. TAP2-379 polimorfik bolgesinin PZR ile ¢ogaltilmasi sonrasinda agaroz

jel elektroforezi ile kontrol edilmesi

M : DNA belirleyici (pBR322 Haelll kesim)
1-9  : orneklere ait PZR iirtinleri (212 bg)

TAP2-565 polimorfik bolgesinin PZR ile ¢ogaltilmasi ile elde edilen iiriinlerin

agaroz jel elektroforezi sonrasi goriintiisii Sekil 4.4’de verilmistir.
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162 be

Sekil 4.4. TAP2-565 polimorfik bolgesinin PZR ile ¢ogaltilmas1 sonrasinda agaroz

jel elektroforezi ile kontrol edilmesi

M : DNA belirleyici (pBR322 Haelll kesim)
1-4 : Orneklere ait PZR iiriinleri (162 bg)

Sekil 4.5°de TAP2-651 polimorfik bolgesinin PZR ile ¢ogaltilmasi ile elde edilen

tiriinlerin agaroz jel elektroforezi sonrasi goriintiisii verilmistir.

261 be

Sekil 4.5. TAP2-651 polimorfik bolgesinin PZR ile ¢ogaltilmasi sonrasinda agaroz

jel elektroforezi ile kontrol edilmesi

M : DNA belirleyici (pBR322 Haelll kesim)
1-5 : Orneklere ait PZR iiriinleri (261 bg)

TAP2-665 polimorfik bolgesinin PZR ile c¢ogaltilmas: ile elde edilen iiriinlerin

agaroz jel elektroforezi sonrasi goriintiisii Sekil 4.6°da verilmistir.
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Sekil 4.6. TAP2-665 polimorfik bolgesinin PZR ile ¢ogaltilmas1 sonrasinda agaroz

jel elektroforezi ile kontrol edilmesi
M : DNA belirleyici (100 bg’lik)

1-9 : Orneklere ait PZR iiriinleri (227 bg)

4.3. TAP1 ve TAP2 Gen Polimorfizmlerinin RFLP Teknigi ile Analizi

TAP1-333 polimorfizmi PZR fiirlinlerinin Sau3 A1 enzimi ile kesimi ile analiz

edilebilmistir (Sekil 4.7).

146 be

118 bg
74 be

118 bg

Sekil 4.7. TAP1-333 gen polimorfizminin Sau3 Al enzim kesimi ile analizi

M : DNA belirleyici ($X174 Haelll kesim)
1,3,4,5,7 : lle/Tle (118 bg, 74 bg, 28 bg, 15bg)
2,6 : le/Val (146 bg, 118 bg, 74 bg, 28 be, 15 bg)

Sekil 4.8’de TAP1-637 polimorfik bolgesinin PZR sonrasi Accl enzimi ile kesim

sonucu verilmistir.
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200 be
150 be

183 be
132 be

Sekil 4.8. TAP1-637 gen polimorfizminin Accl enzim kesimi ile analizi

M : 50 b¢’lik DNA belirleyici
1,2,4,7 : Asp/Asp (132 bg /132 bg)
3 : Asp/Gly (132 bg / 183 bg)
6 : Gly/Gly (183 bg /183 bg)

TAP2-379 polimorfizmi ise PZR iirlinlerinin BstU1 enzimi ile kesimi sonucunda

analiz edilebilmistir (Sekil 4.9).

212 be

21
192 bg 3 be

Sekil 4.9. TAP2-379 gen polimorfizminin BstU1 enzim kesimi ile analizi

M : DNA belirleyici (pBR322 Haelll kesim)
1,4,5 :Val/Val (192 bg/ 192 bg)
2,3 : lle/Val (212 bg / 192 bg)
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TAP2-565 gen polimorfizmi Scal enzim kesimi ile analiz edilebilmistir (Sekil 4.10).

162 be 200 be

150 be

132 bg

Sekil 4.10. TAP2-565 gen polimorfizminin Scal enzim kesimi ile analizi

M : 50 bg’lik DNA belirleyici
1,2,5,6 : Ala/Thr (162 bg/ 132 bg)
3,4 : Ala/Ala (162 bg / 162 bg)

TAP2-651 gen polimorfizmi Smal enzim kesimi ile analiz edilebilmistir (Sekil

4.11).

267 be

Sekil 4.11. TAP2-661 gen polimorfizminin Smal enzim kesimi ile analizi

M : DNA belirleyici (pBR322 Haelll kesim)
1,2,3,4,5,7 : Arg/Arg (235 bg / 235 bg)
6 : Arg/Cys (235 bg / 261 bg)

Igili polimorfik bdlgenin PZR ile gogaltiimasi sonrasinda Msp1 enzimi ile kesimi

sonucunda TAP2-665 polimorfizmi analiz edilmistir (Sekil 4.12).
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267 be

213 be

Sekil 4.12. TAP2-665 gen polimorfizminin Msp1 enzim kesimi ile analizi

M : DNA belirleyici (pBR322 Haelll kesim)
1,4  :Ala/Thr (227 bg/ 207 bg)
2,3,5 :Ala/Ala (227 bg/ 227 bg)
6 : Thr/Thr (207 bg/ 207 bg)

4.4. TAPI1 ve TAP2 Gen Polimorfizmlerinin Hastaliklarla iliskisi
4.4.1. KML hastalig ve Polimorfizmler Arasindaki iliski

Toplam 48 KML hastas1 ¢alismaya dahil edilmis, ancak KML hasta DNA’larinin
yetersizligi nedeni ile baz1 polimorfizmlerde analiz edilebilen hasta sayisi daha az
olabilmistir. TAP2-379 polimorfizmi bu hasta grubunda hi¢ analiz edilememistir.
Tablo 4.1°de  KML hastalarinda ve kontrol grubunda TAPl ve TAP2

polimorfizmlerinin genotip dagilimlar1 verilmistir.

TAP1-333 bolgesi icin Ile allel frekansi kontrol grubunda 0.83 iken KML grubunda
bu degerin artis gostererek 0.88 oldugu bulunmustur. Bununla birlikte, Val allel
frekansinin KML hasta grubunda kontrol grubuna gore azaldigi gézlenmistir. Ancak
her iki grup arasinda genotipler karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir
fark gozlenmemistir (p>0.05). Analizler sonucunda elde edilen veriler géz Oniine
alindiginda, KML ile TAP1-333 polimorfizmi arasinda bir iliskinin varligindan
bahsetmek s6z konusu degildir (Tablo 4.1).
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Tablo 4.1. TAP1 ve TAP2 genotiplerinin kontrol grubunda ve KML hastalarinda

dagilimi
Genotip Kontrol % KML % Y P
TAP1-333 (n=100) (n=48)
ILE/ILE 70 79
ILE/VAL 26 19 2.30 A.D.
VAL/VAL 4 2
ILE 0.83 0.88
VAL 0.17 0.12
TAP1-637 (n=100) (n=38)
ASP/ASP 64 58
ASP/GLY 33 34 2.58 A.D.
GLY/GLY 3 8
ASP 0.80 0.75
GLY 0.20 0.25
TAP2-565 (n=100) (n=47)
ALA/ALA 96 100
ALA/THR 4 0 4.08 A.D.
THR/THR 0 0
ALA 0.98 1.00
THR 0.02 0.00
TAP2-651 (n=100) (n=20)
ARG/ARG 84 65 0.003
ARG/CYS 15 35 114
CYS/CYS 1 0
ARG 0.91 0.82
CYS 0.09 0.18
TAP2-665 (n=100) (n=30)
ALA/ALA 68 27
THR/THR 31 57 38.6 0.000
THR/ALA 1 16
ALA 0.83 0.55
THR 0.17 0.45

A.D. : p>0.05 oldugu i¢in istatistiksel olarak anlamli degil

TAP1-637 polimorfizmi Accl enziminin verimsiz ¢alismasi ve yetersizligi nedeniyle
sadece  KML hasta grubunda c¢alisilmis ve sonuglar kontrol grubu ile
karsilagtirilmistir.  Kontrol grubu ile KML hasta grubu arasinda genotip dagilimlari
ve allel frekanslarmin karsilastirilmas: sonucunda elde edilen y* degeri 2.58 iken p
degeri 0.275 olarak saptanmistir. Kontrol grubunda Asp allel frekansi 0.80 iken
KML grubunda bu deger 0.75 olarak bulunmustur. Her iki grup arasinda genotip
dagilimlar1 karsilagtirildiginda; Asp/Asp genotip dagiliminin KML hastalarinda
kontrol grubuna gore daha az oldugu, Gly/Gly genotipinin frekansinin artis

gosterdigi belirlenmekle birlikte istatistiksel veriler géz oniine alindiginda KML ile
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TAP1-637 polimorfizmi arasinda anlamli bir iliskinin varlifi s6z konusu degildir

(p>0.05).

TAP2-565 gen polimorfizmi i¢in Ala allel frekans1 kontrol grubunda 0.98 iken, KML
grubunda 1.00 olarak hesaplanmistir, zira KML hastalarinin tamaminda genotip
Ala/Ala olarak tespit edilmistir. Thr/Thr genotipi ise ne kontrol grubunda ne de hasta
grubunda gdzlenmemistir. Istatistiksel analizler sonucunda elde edilen veriler KML
ile TAP2-565 polimorfizmi arasinda herhangi bir iliskinin bulunmadigin

gostermektedir (y*=4.08, p>0.05).

TAP2-651 gen polimorfizminde kontrol grubu ile KML hasta grubu arasinda allel
dagilimlarina bakildiginda, kontrol grubunda Arg allelinin frekans1 0.91 iken, KML
hastalarinda bu allelin frekans1 0.82, Cys allel dagilimi ise kontrol grubunda 0.09
iken KML hastalarinda artis gostererek 0.18 olarak bulunmustur. Her iki grup
arasindaki genotip dagilimlarina bakildiginda ise, kontrol grubunda % 84 olan
Arg/Arg genotip frekansinin KML hasta grubunda azalis gostererek % 65 oranina
distiigii gozlenmektedir. Fakat buna karsilik Arg/Cys genotipinin KML hastalar
arasinda saglikli bireylere gore daha fazla dagilima sahip oldugu belirlenmistir.
Cys/Cys genotipi kontrol grubunda en az gdzlenen genotip olmakla birlikte KML
hasta grubunda bu genotipe hi¢ rastlanmamistir. Yapilan analizler sonucunda elde
edilen veriler KML hastalig1 ile TAP2-651 polimorfizmi arasinda anlamli bir iliski
olabilecegi soylenebilir (y*=11.4, p=0.003). Ancak TAP2-651 polimorfizmi i¢in
caligilan hasta sayis1 az oldugundan iligki olup olmadig1 konusunda net ve giivenilir
bir sonu¢ elde edilebilmesi i¢in hasta sayisinin artirilip ¢alisilmasi daha dogru

olacaktir.

TAP2-665 gen polimorfizmi i¢in kontrol grubunda Ala allelinin frekansi 0.83 ve Thr
allelinin frekans: 0.17 iken, KML hastalarinda Ala allelin frekansi 0.55, Thr allel
dagilimi ise 0.45 olarak bulunmustur. Her iki gruptaki genotip dagilimlari
incelendiginde, Arg/Arg genotip frekansinin kontrol grubunda % 68 oraninda ytiksek
bir dagilima sahip olmasina ragmen KML hasta grubunda bu oranin azalis gostererek
% 27’ye distligli gozlenmektedir. Fakat buna karsilik Ala/Thr genotipinin KML
hastalar1 arasinda saglikli bireylere gore daha fazla dagilima sahip oldugu

belirlenmistir. Thr/Thr genotipi ise kontrol grubunda %1 oraninda gdzlemlenirken
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hastalarda %16 oraninda gozlenmektedir. Sonug¢ olarak, KML hastalig1 ile TAP2-
665 Ala/Thr ve Thr/Thr genotipleri arasinda anlamli bir iliski oldugu diisiiniilebilir
(x*=38.6, p=0.000).

4.4.2. KLL hastalig1 ve Polimorfizmler Arasindaki fliski

Calismaya toplam 26 KLL hastast dahil edilmis, ancak bazi polimorfizmler igin
analiz edilen 6rnek sayisi daha az olabilmistir. Tablo 4.2° de kontrol grubunda ve

KLL hastalarinda TAP1 ve TAP2 polimorfizmlerinin genotip dagilimlar1 verilmistir.

KLL hastaliginin gelisiminde TAP1 gen polimorfizmlerinin roliiniin belirlenmesi
amactyla yalmizca TAP1-333 calisilabilmistir, TAP1-637 gen polimorfizmi ise
gerekli restriksiyon enziminin yetersizligi ve verimsizligi nedeniyle ¢alisitlamamustir.
TAP1-333 bolgesi i¢in Ile allel frekansi kontrol grubunda 0.83 iken KLL grubunda
bu deger 0.95 olarak bulunmustur. Her iki grup arasinda allel frekanslar
karsilastirildiginda, Ile allel frekansinin KLL hasta grubunda kontrol grubuna ve
KML hasta grubuna gore daha yiiksek (0.95) oldugu gozlenmistir. Genotip
dagilimlarina bakildiginda ise Ile/Ile genotipinin kontrol grubuna goére KLL hasta
grubunda daha fazla gozlendigi ancak Val/Val genotipinin KLL grubunda hig
gozlenmedigi belirlenmistir. Sonuglar goz Oniine alindig1 zaman KLL ile TAP1-333

polimorfizmi arasinda bir iliski olabilecegi diistiniilebilir (y* =13.6, p=0.001).

TAP2-379 gen polimorfizminde Val alleli KLL hastalarinda kontrol grubuna gore
daha fazla gézlenmis, buna karsilik kontrol grubunda 0.45 olan Ile allel frekansinin
ise KLL grubunda 0.30 oldugu saptanmistir. Genotip dagilimlarina bakildiginda ise,
tic genotipten sadece Val/Val genotipinin dagilimimin KLL hastalarinda saglikli
bireylere gore artis gosterdigi fakat digerlerinin dagiliminin azaldigi dikkati
cekmektedir. Istatistiksel analizler sonucunda TAP2-379 polimorfizminin KLL

gelisiminde etkili olabilecegi sonucuna ulasilabilir (x*=17.2, p=0.000).

TAP2-565 polimorfik bdlgesinde Ala allelinin frekansi kontrol grubunda 0.98 iken,
KLL hastalarinda bu allel daha az gozlenmistir (0.92). Genotip dagilimlarina
bakildiginda, Ala/Ala genotipinin kontrol ve KML hasta grubuna gore KLL
hastalarinda azalmis oldugu goriilmektedir. Ancak Ala/Thr genotipinin KLL

hastalarinda KML hastalarina ve kontrol grubuna gore daha fazla bir dagilima sahip
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oldugu gozlenmektedir. KLL hastalarinda heterozigotlar artarken homozigotlarin ise
azaldig1 gozlenmistir. Elde edilen veriler TAP2-565 polimorfizminin KLL gelisimi
ile iliskili olabilecegi sonucunu dogurmaktadir (x*=8.99, p<0.05).

Tablo 4.2. TAP1 ve TAP2 genotiplerinin kontrol grubunda ve KLL hastalarinda

dagilimi

2

Genotip Kontrol % KLL % X P
TAP1-333 (n=100) (n=21)
ILE/ILE 70 90
ILE/VAL 26 10
VAL/VAL 4 0 13.6 0.001
ILE 0.83 0.95
VAL 0.17 0.05
TAP2-379 (n=100) (n=23)
ILE/ILE 17 44
ILE/VAL 77 52
VAL/VAL 6 4 17.2 0.000
ILE 0.55 0.70
VAL 0.45 0.30
TAP2-565 (n=100) (n=24)
ALA/ALA 96 83
ALA/THR 4 17
THR/THR 0 0 8.99 A.D.
ALA 0.98 0.92
THR 0.02 0.08
TAP2-651 (n=100) (n=23)
ARG/ARG 84 83
ARG/CYS 15 17 1.13 AD.
CYS/CYS 1 0
ARG 0.91 0.91
CYS 0.09 0.09
TAP2-665 (n=100) (n=26)
ALA/ALA 68 58
THR/THR 31 23
THR/ALA 1 19 18.17 0.000
ALA 0.83 0.69
THR 0.17 0.31

A.D. : p>0.05 oldugu igin istatistiksel olarak anlamli degil

TAP2-651 gen polimorfik bdlgesi i¢in allel frekanslar1 hesaplandiginda kontrol
grubu ile KLL hasta grubunda ayni oldugu gozlenmistir. Benzer sekilde, genotip
dagilimlarinin da KLL hastalar1 ve kontrol grubunun bireyleri arasinda farklilik
gostermedigi belirlenmistir. Genotip frekanslar1t hesaplanip iki grup arasinda
kiyaslandig1 zaman istatistiksel olarak anlaml bir fark tespit edilememistir (x> = 1.13,

p = 0.568). Sonug olarak KLL hastalig1 ile TAP2-651 polimorfizmi arasinda bir iliski
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saptanamamugtir. Ayrica KLL hastalar1 ile KML hastalar1 arasinda genotip
dagilimlar1 karsilastirildiginda  Arg/Arg genotipinin KLL hastalarinda KML
hastalarina gore daha fazla bir dagilima sahip oldugu ancak buna karsilik KLL

hastalarinda ise Arg/Cys genotipinin daha az bir dagilim gosterdigi belirlenmistir.

TAP2-665 gen polimorfizminde Ala allelinin frekansi1 kontrol grubunda 0.83 iken
KLL hastalarinda 0.69’dur. Genotip dagilimlarinin  her iki grup arasinda
kiyaslanmasi sonucunda ise, KLL hastalarinda Ala/Ala ve Ala/Thr genotipindeki
azalmaya karsin, Thr/Thr genotipindeki artis goze ¢arpmaktadir. Thr/Thr genotipinin
KLL hastalarinda artig gdsteriyor olmasi bu genotipin hastalik gelisimi ile iligkili
olabilecegini gostermektedir (y*=18.17, p=0.000).

4.4.3. MM Hastalig1 ve Polimorfizmler Arasindaki fliski

TAP1 gen polimorfizmlerinden sadece TAP1-333 gen polimorfizmi MM
hastaliginda calisilabilmistir. KML ve KLL hasta gruplarinda kontrol grubuna gore
daha yiiksek olan Ile allel frekansinin MM hasta grubunda azaldigi belirlenmistir
(0.60). Genotip dagilimlarinin kontrol ile MM arasinda kiyaslanmasi durumunda ise
Ile/Tle genotipinin kontrol grubunda en yaygin genotip olmasina ragmen MM
grubunda Ile/Val genotipi en yaygin genotip olarak gdzlenmistir. Yapilan analizler
her iki grup arasinda anlamli bir fark oldugunu ve bu nedenle TAP1-333 Val allelinin
ve lle/Val ile Val/Val genotiplerinin MM gelisiminde etkili olabilecegini
gostermektedir (y° = 29.1, p=0.000).

MM hasta grubu ile diger hasta gruplarinin allel ve genotip dagilimlar1 kiyaslanmasi
durumunda, MM hastalarinda KML, KLL ve kontrol grubuna gore bazi farkliliklarin
oldugu belirlenmistir. Ile/Val ve Val/Val genotiplerinin ve Val allelinin KML, KLL
ve kontrol grubuna gére MM hastalarinda daha fazla bir dagilima sahip oldugu
gozlenmektedir (Tablo 4.3).

MM hastalarinda kontrol grubuna gore Val allel frekansinin arttigi ve dolayisiyla Ile
allel frekansmin azaldigr gozlenmistir. Genotip dagilimlari incelendiginde, MM
hastalarinda heterozigot genotip oraninin azaldigi buna karsilik homozigotlarin artig
gosterdigi sonucuna ulasilmistir. Bu sonu¢ TAP2-379 Val/Val genotipinin MM
gelisiminde dnemli bir role sahip olabilecegini gdstermektedir (y*=14.4, p=0.001).
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Tablo 4.3. TAP1 ve TAP2 genotiplerinin kontrol grubunda ve MM hastalarinda

dagilimi
Genotip Kontrol % MM % Y P
TAP1-333 (n=100) (n=25)
ILE/ILE 70 32
ILE/VAL 26 56
VAL/VAL 4 12 29.1 0.000
ILE 0.83 0.60
VAL 0.17 0.40
TAP2-379 (n=100) (n=25)
ILE/ILE 17 40
ILE/VAL 77 52
VAL/VAL 6 8 14.4 0.001
ILE 0.55 0.66
VAL 0.45 0.34
TAP2-565 (n=100) (n=25)
ALA/ALA 96 100
ALA/THR 4 0
THR/THR 0 0 4.08 A.D.
ALA 0.98 1.00
THR 0.02 0.00
TAP2-651 (n=100) (n=25)
ARG/ARG 84 76
ARG/CYS 15 24
CYS/CYS 1 0 3.47 A.D.
ARG 0.91 0.88
CYS 0.09 0.12
TAP2-665 (n=100) (n=24)
ALA/ALA 68 50
THR/THR 31 38
THR/ALA 1 12 12.8 0.002
ALA 0.83 0.69
THR 0.17 0.31

A.D. : p>0.05 oldugu i¢in istatistiksel olarak anlamli degil

TAP2-565 gen polimorfizmi i¢in Ala allelinin frekans1t MM hasta grubunda 1.00
olarak tespit edilmis yani Thr alleline hi¢ rastlanmamistir. Kontrol grubu ile MM
hasta grubu arasinda genotip dagilimlarinin incelenmesi sonucunda kontrol grubunda
%96 oraninda Ala/Ala ve az da olsa Ala/Thr genotipinin dagilim gosterdigi ancak
MM hasta grubunda sadece Ala/Ala genotipinin var oldugu goézlenmistir. Thr/Thr
genotip dagilimi ise her iki grupta da gézlenmemektedir. Ki-kare analizi sonucunda
gruplar arasinda istatistiksel bir fark gézlenmemis olup MM hastaliginin gelisiminde

TAP2-565 gen polimorfizminin iliskili olmadig: belirlenmistir (x*=4.08 ve p>0.05).
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TAP2-565 gen bolgesinde hem kontrol grubunda hem de hasta gruplarinda en yaygin
olarak gozlenen allelin Ala oldugu tespit edilmistir. KML, KLL ve MM hasta
grubunda ¢alisilan TAP2-565 polimorfizmi KML hastaliginin gelisimi ile iliskili

bulunurken, KLL ve MM hastaliklarinin gelisimi ile iligkili bulunamamustir.

TAP2-651 gen polimorfizminde Arg allelinin frekansi kontrol grubunda 0.91 iken,
MM hastalarinda 0.88 olarak hesaplanmistir. Her iki grupta genotip dagilimlar
incelendiginde, kontrol grubunda % 84 olan Arg/Arg genotip frekansinin MM hasta
grubunda azalarak %65°e diistiigi gozlenmektedir. Fakat buna karsilik Arg/Cys
genotipinin KML hastalar1 arasinda saglikli bireylere gore daha fazla oldugu
belirlenmistir. Cys/Cys genotipine ise MM hastalarinda hi¢ rastlanmamaktadir. Elde
edilen veriler sonucunda TAP2-651 ile MM gelisimi arasinda anlamli bir iligki

gdzlenemenmistir (° = 3.47, p = 0.176).

TAP2-651 gen bolgesinde her ii¢ hasta grubunda ve kontrol grubunda en yaygin
dagilima sahip allelin Arg ve en yaygin genotipin Arg/Arg oldugu belirlenmistir.
KML, KLL ve MM hasta grubunda calisilan TAP2-651 polimorfizmi KML
hastaliginin gelisimi ile iligkili bulunurken, KLL ve MM hastaliklarinin gelisimi ile

iligkili bulunamamastir.

TAP2-665 gen polimorfizmi i¢in Ala allelinin frekans1 kontrol grubunda 0.83, MM
hastalarinda ise 0.69 bulunmustur. Ala/Thr ve Thr/Thr genotipleri MM hastalarinda
kontrol grubuna goére daha fazla gozlenmistir. Elde edilen veriler TAP2-665
polimorfizminin MM hastalig1 ile iliskili olabilecegini diisiindiirmektedir (x*=12.8,
p=0.002).

Calismaya dahil edilen tiim gruplarda Hardy-Weinberg dengesi test edilmis ve tiim
gruplarin analiz edilen polimorfizmler agisindan dengede oldugu ancak kontrol
grubunun TAP2-565 polimorfizmi agisindan dengeden sapma gosterdigi tespit
edilmistir (*=9.6464, p<0.05). TAP2-565 kontrol grubunda genotiplerin dagilimi
kiyaslandiginda ise; Ala/Thr genotipi beklenenden daha fazla, Thr/Thr genotipi ise

beklenenden az gozlenmistir.

TAP1 ve TAP2 gen polimorfizmlerinin KML, KLL ve MM kanserleri ile iligkisinin

arastirildigl bu caligmada elde edilen sonuglar Tablo 4.4 de 6zetlenmistir. Calisma
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sonuclart KML, KLL ve MM hastaliklarinin her ii¢iiniin de gelisiminde TAP2-665

polimorfizminin etkili olabilecegini gostermektedir.

KML hastaliginin gelisiminde TAP1 gen polimorfizmlerinin bir etken olmadig
ancak TAP2 gen polimorfizminin etken olabilecegi sonucuna ulasilmistir. KLL ve
MM hastaliklarinin gelisiminde TAP1 ve TAP2 gen polimorfizmlerinden her ikisinin

de etkili olabilecegi saptanmustir.

Tablo 4.4. Calisilan hastaliklarda TAP1 ve TAP2 gen polimorfizmi iligkisi

Polimorfizm KML KLL MM
TAP1-333 - + +
TAP1-637 - E E
TAP2-379 E + +
TAP2-565 - + -
TAP2-651 + - -
TAP2-665 + + +

+ : hastalik ve polmorfizm iligkili bulunmustur.
- : hastalik ve polmorfizm iligkili bulunmamustir.
E : eksik, calisma yapilamamustir.

TAP1 ve/veya TAP2 genlerindeki polimorfizmlerin bir¢ok hastaligin olusumunda ve
gelisim mekanizmalarinda etkin bir faktor olarak rol oynadig1 6nceki ¢aligmalarda da
gosterilmistir.  Atopik dermatit, Romatoit artrit, Felty’s sendromu, Sjorgen’s
sendromu, kistik fibrozis, sedef hastalig, vitiligo, Alzheimer ve sizofreni hastaliklar

bunlar arasinda yer almaktadir.

Birc¢ok hastaligin yani sira TAP1 ve/veya TAP2 genlerindeki polimorfizmlerin gesitli
kanser tiirlerinin olusum ve gelisim mekanizmasinda da etkin bir faktor olarak rol
oynadig1 yapilan calismalarla gosterilmistir. Tiimor hiicrelerinde, TAP genlerinin
baskilanmasi/susturulmasi immdiin cevaptan kagcis i¢in bir mekanizmadir. Bu nedenle
bu genlerde meydana gelen bozukluklar tiimorogenezi kolaylastirabilir. TAP

genlerinde meydana gelen bir mutasyon ve/veya polimorfizm immiin cevabi
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etkiledigi i¢in bu durum cesitli otoimmiin hastaliklarin ve kanser c¢esitlerinin

gelisimine etki edebilecegi diisiiniilebilir.

Servikal kanserlerin yarisindan fazlasinda ve melanomalarda TAP ve tapasin
genlerinin kayiplar1 goriilmektedir. Buna karsilik renal karsinoma lezyonlariin
cogunda TAP gen bolgesinin asag1 diizenleyicisi ve tapasinin ekspresyonu
bulunmasina ragmen TAP gen defektleri yaygin degildir (McCluskey vd., 2004).
Insan lenfoblastoitlerinde ve tiimor hiicrelerinde TAP genlerinde meydana gelen
polimorfizmlerin peptitlerin substrat spesifitesini etkiledigi bildirilmistir (Quadri ve
Singal, 1998). Mehta vd., (2007) servikal kanser hastalar1 ile saglikli bireyler
arasinda allel dagilimlarini kiyasladiklarinda LMP7-145, TAP1-651, ERAP1-127 ve
ERAPI1-730 lokuslar ile servikal kanser riski arasinda anlamli bir iliski oldugu
sonucuna varmiglardir. Kuzey Cin’de insan papilloma viriis (HPV) enfeksiyonuna
bagli olarak goriilme siklig1 artan 6zofagal karsinoma ile LMP7-145 ve TAP2-379

polimorfizmleri arasinda anlamli bir sekilde iliski bulunmustur (Cao vd., 2005).

Antijen islenmesinde ve sunumunda Onemli rollere sahip olan TAP genlerinin
ifadesinin kanser hiicrelerinde azaldigt veya TAP gen kayiplarinin oldugu
gozlenmektedir. Tiimorlii hiicrelerde goriillen bu durum antijen sunumunu ve
proteinin ifadesini etkilemektedir. Ancak kanser hiicresel seviyede multifaktoryel bir
hastalik oldugu icin, gen ve genlerin varyasyonlar1 kanser gelisimine neden olabildigi
gibi ¢esitli pek ¢ok faktoriin birlikte etkilesimi de kansere yol acabilmektedir. Bu
nedenle TAP genlerinde goriilen bir mutasyonun ve/veya polimorfizmin hastalik
gelisimine hangi mekanizma ile neden oldugunu anlayabilmek i¢in daha kapsaml

caligmalara gereksinim vardir.

54



BOLUM 5

SONUC VE ONERILER

TAP1 ve TAP2 genlerindeki genetik polimorfizmlerin KML, KLL ve MM olmak

tizere cesitli hematolojik kanserlerin gelisimindeki etkisini belirlenmeyi amaglayan

bu tez ¢alismasindan elde edilen veriler su sekilde 6zetlenebilir;

TAP1 gen polimorfizmlerinin KML hastaliginin gelisimi lizerine herhangi bir

etkisi tespit edilememistir.

TAP2 gen polimorfizmlerinden TAP2-651 ve TAP2-665’in KML hastaliginin
gelisimi ile iligkili oldugu tespit edilmistir.

KLL hastaligi ile iliskili polimorfizmlere bakildiginda TAP1-333, TAP2-379,
TAP2-565 ve TAP2-665 polimorfizmleri dikkati ¢gekmektedir. Her iki genin
de KLL gelisiminde etken olabilecegi diisliniilmektedir.

TAP1-333, TAP2-379 ve TAP2-665 ise MM hastaliginda genotip dagilimlari
anlaml sekilde degisen polimorfizmlerdir. Dolayisiyla her iki gen de MM

gelisimine etki ettigi diistiniilmektedir.

TAP2-665 ve TAP2-379 polimorfizmleri ¢alisilan tiim hasta gruplarinda
kontrol grubuna gore farkli genotip dagilimi gosterdigi i¢in hastalik gelisimi

ile iliskili oldugu diistiniilebilir.

Bu tez caligmasinda, hasta sayilarinin az olmasi ve tim polimorfizmlerin biitiin

hastaliklarda ¢aligilamamasi bir eksiklik olarak kabul edilmektedir, ancak ¢alismadan

elde edilen veriler daha sonra yapilacak kapsamli c¢alismalara yon verebilecek

niteliktedir. Toplumlarda 6nemli saglik sorunlarindan biri olan ve insanlarin yasam

kalitesini ciddi Olciide etkileyen hematolojik kanserlerin gelisimine katki saglayan

veya hastaliga yatkinlik nedeni olan molekiiler faktorlerin tanimlanmast ve bunun

sonucunda hastalifin erken tanis1 ve tedavisi agisindan daha genis kapsamli

caligmalara gereksinim vardir.
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