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OZET
GUNEYDOGU ANADOLU BOLGESIi POPULASYONUNDA DUSUK
MOLEKULER AGIRLIKLI POLIPEPTID-2 (LOW MOLECULAR WEIGHT
POLYPEPTIDE-LMP2) VE DUSUK MOLEKULER AGIRLIKLI
POLIPEPTID-7 (LMP7) GEN POLIMORFIZMLERININ INCELENMESI

MIHCIOGLU, Deniz
Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Boliimii
Tez Yoneticisi: Dog. Dr. Filiz OZBAS GERCEKER
Temmuz 2009, 46 sayfa

Bu calismada, Giineydogu Anadolu populasyonunda LMP2 ve LMP7 gen
polimorfizmlerinin incelenmesi ve allel/genotip frekanslarinin  belirlenmesi
amacglanmistir. LMP2 (Low moleculer weight polypeptide 2) ve LMP7 (Low
moleculer weight polypeptide 7) genleri Sinif II bolgesine ait genlerdir. LMP2 ve
LMP7, kisa Omiirlii sitoplazmik proteinlerin ¢ogunun yikimini gergeklestiren
proteozom kompleksinin biiyiik bilesenlerini olusturan peptidleri kodlamaktadir.
Olusturulan, tasman ve sunulan antijenik peptidlerin spektrumunun incelenmesi,
hastalikk asosiasyon calismalar1 ve populasyon genetigi ¢aligmalari, LMP
genlerindeki genetik varyasyonlarin fonksiyonel etkilerinin anlasilmasi i¢in oldukca
onemlidir. Calismaya, birbirleriyle akrabalik iligkisi bulunmayan toplam 100 saglikli
birey katilmistir. PCR-RFLP metodu kullanilarak polimorfizm analizleri
gergeklestirilmis ve LMP2 ve LMP7 genlerinin allel ve genotip frekanslari
belirlenmistir. LMP2 geni i¢in genotip frekanslari, R/R i¢in % 40, R/H i¢in % 29 ve
H/H i¢in % 31 olarak belirlenmistir. Allel frekanslar1 ise H alleli i¢in 0,545, R alleli
icin 0,455 hesaplanmistir. LMP7 geninin genotip frekanslari, Q/Q i¢in % 80, Q/K
icin % 12 ve K/K i¢in % 0 olarak belirlenmistir. Allel frekanslar1 ise Q alleli i¢in
0,94, K alleli i¢in ise 0,06 olarak hesaplanmistir. LMP2 geni genotip dagilimlari
Hardy-Weinberg dengesinden sapma gostermektedir (32=13,87, p<0,005). Diger
taraftan, LMP7 gen polimorfizmi i¢in ise ¢alisilan populasyonun Hardy-Weinberg
dengesinde oldugu tespit edilmistir. (x2 =0,46, p>0,5)

Anahtar Kelimeler: MHC, LMP2, LMP7, genetik polimorfizm



ABSTRACT

ANALYSIS OF THE LOW MOLECULAR WEIGHT
POLYPEPTIDE-2 (LMP2) AND LOW MOLECULAR WEIGHT
POLYPEPTIDE-7 (LMP7) GENE POLYMORPHISMS IN
SOUTHEASTERN ANATOLIAN POPULATION

MIHCIOGLU, Deniz
M.Sc. in Biology Department
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Filiz OZBAS GERCEKER
July 2009, 46 pages

In this study, analysis of the LMP2 and LMP7 gene polymorphisms, determination
of the allel and genotype frequencies in Southeastern Anatolia population was aimed.
LMP2 (Low moleculer weight polypeptide 2) and LMP7 (Low moleculer weight
polypeptide 7) genes belong to MHC-Class Il region. LMP2 and LMP7 genes encode
peptides forming the large components of the proteosome complex which degrades
short-lived cytoplasmic proteins. Analysis of the spectrum of the peptides generated,
transported and presented; disease association studies and population genetic studies
are important for understanding the functional effects of genetic variations in LMP
genes. A total of 100 healthy and unrelated individuals participated in this study.
Polymorphism analyes were done by PCR-RFLP method and allel and genotype
frequencies of LMP2 and LMP7 genes were determined. Genotype frequencies of
LMP2 gene were found to be R'/R % 40, R'/H % 29 and H/H % 31. Allel
frequencies were calculated as 0.545 for R and 0.455 for H allele. Genotype
frequencies of LMP7 gene were determined as % 80 for Q/Q, % 12 for Q/K and % 0
for K/K. Allel frequencies were calculated as 0.94 for Q and 0.06 for K allele. In
case of genotype distrubition, the LMP2 gene polymorphism showed a deviation
from the Hardy-Weinberg equilibrium (y2=13.87, p<0.005) while the LMP7 gene
polymorphism in the population appeared to be distributed in accordance to the

Hardy-Weinberg equilibrium (%2 =0.46, p>0.5)

Key Words : MHC, LMP2, LMP7, genetic polymorphism
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BOLUM 1
GIRIS

Bagisiklik sisteminin kendinden olani ve olmayani tanimasi i¢in gerekli olan doku
antijenlerini kodlayan gen bdlgesi, Ana Doku Uyusum Bileseni, MHC olarak
adlandirilir. 1k olarak kemirgenlerde tanimlanan bu bdlgenin insandaki karsiligi, 6.
kromozomun kisa kolunda (6p21.1-21.3) yerlesmis olup; yaklasik 4 Mb’lik bir
bolgeyi kapsar (Dalva, 2004). Giliniimiizde insan MHC bélgesi tamamen
dizilenmistir ve bu bilgi Ekim 1999 tarihli Nature dergisinde yaymlanmistir (MHC
Sequencing Concortium). MHC bélgesi, insan genomunun % 0,13 iini teskil eder
ancak protein kodlayan genlerin yaklasik % 0,5’1 (>150) bu bolgede yer alir (Shiina
vd., 2009). Bu boélge insan genomundaki gen agisindan en yofun ve en iyi

tanimlanmis bdlgelerden birisidir (Shiina vd., 2009).

fIk olarak beyaz kan hiicrelerinde tanimlanan bu genler, insanda Insan Lokosit
Antijenleri (“Human Leukocyte Antigens”) veya kisaca HLA genleri olarak da

adlandirilir.

MHC gen tiriinlerinin ¢ogu, edinsel bagisiklik cevap kapsaminda yangi (inflematuvar
yanit), antijen isleme ve sunmada, dogal bagisiklik cevap kapsaminda dogal dldiiriicii
hiicreler ve sitokinlerle olan etkilesimde gorev alan uyaranlar (ligandlar), almaglar
(reseptorler), etkilesim proteinleri, uyar1 molekiilleri ve transkripsiyon

diizenleyicileridir (Shiina vd., 2009).

HLA bélgesinde (3,78 Mb) bugiine kadar sinif I bolgesinin en telomerik boliimiine
yerlesik olan BABBR1’den smif II bolgesinin en sentromerik boliimiindeki KIFC1’e
kadar toplam 253 bolge tanimlanmistir (Sekil 1.1.) (Shiina vd., 2009).

MHC, kodlanan proteinlerin immiinolojik 6zelliklerine gore genisletilmis Sinif I,

Swnif I, Sinif 111, Swimif Il ve genisletilmis Sinif II olarak bes alt bolgeye ayrilir



(Shiina vd., 2009). Bu bdlgelerdeki bolge sayist swrasiyla 4, 128, 75, 27 ve 19°dur
(Shiina vd., 2009).

Genisletilmis Simif I bolgesi; BABBR1, SUMO2P, MOG ve ZNP57 olmak {izere
toplam 4 gen igerir (Shiina vd., 2009). Ancak, koku almaglar1 histon, tRNA ve ¢inko
parmak protein gibi proteinleri kodlayan duplike genler genisletilmis Smif 1

bolgesinin telomerik kisminda yer alirlar (Shiina vd., 2009).

Smif I bolgesi, MHC nin telomerik ucunda yer alir ve alfa, beta, kapa blok olmak
iizere 3 ayr1 bolimden olusur (Dawkins vd., 1999). HLA-A, HLA-B, HLA-C olarak
da taninan 3 klasik transplantasyon antijen bolgesi, HLA-E, HLA-F, HLA-G olmak
iizere 3 klasik olmayan antijen bdlgesi ve yalanci gen (psddogen) veya kodlamayan
gen boliimleri (HLA-S/17, -X, -N/30, -L/92, -1/59, -W/80, -U/21, -K/70, -16, -H/54, -
90, -75) bu bolgede yer alir (Dawkins vd., 1999).

Smif I bolgesi 1.8 Mb’lik bir alan1 kaplar ve 42 kodlanan gen, 12 gen adayi, 10
kodlamayan gen, 64 yalanci gen (psddogen) olmak iizere toplam 128 bdlge igerir

(Shiina vd., 2009).

Sinif III bolgesi, Sinif I ve Smif II bolgesi arasinda toplam 0,9 Mb’lik bir alanda
yerlesiktir. 55’1 protein kodlayan gen ve 5’1 yalanct gen (psddogen) olmak iizere

toplam 75 bolge igerir (Shiina vd., 2009).

MHC molekiilleri doku uyumu ile dogrudan iligkili degildir (Shiina vd., 2009).
Ancak HLA gen bolgesinde ifade edilen antijenler olup bazi kompleman
elemanlarin1 (komponentlerini), yangi molekiillerini (C2, C4 A, C4 B, CFB, HSP,
LTA, LTB, MIC A, MIC B ve TNF vb.) igerirler (Dalva, 2004).

Smif III genlerinin iriinleri genellikle transkripsiyonun diizenlenmesi, hamarat
(“houskeeping”), biyosentez, elektron tasmimi ve hidrolaz islevi, usta (caperon)
islevi ve uyari iletimi gibi hiicresel siireclerde 6nemli rollere sahiptirler (Shiina vd.,

2009).

Simif I bolgesi ise sentromere yakin yerlesik olup toplam 0,7 Mb’lik bir alan1 kapsar
(Shiina vd., 2009). HLA-DP, HLA-DN, HLA-DM, HLA-DO, HLA-DQ ve HLA-
DR bolgelerinin yanisira ¢esitli yalanct genleri (psddogenleri), LMP1, LMP2, TAPI,
TAP2 gibi antijen islenmesinde rol alan genleri igerir (Shiina vd., 2009).



Bu bolgede, 17’si protein kodlayan gen ve 5’1 yalanci gen (psddogen) olmak iizere

toplam 27 bolge bulunmaktadir (Shiina vd., 2009).

Genisletilmis Simif II bolgesi, 0,2 Mb’lik bir alan1 kaplar ve toplam 19 bolge (15°1
protein kodlayan gen, 2’si yalanci gen) igerir (Shiina vd., 2009).

Smif 1 ve smif II MHC genleri, transplantasyon bagisiklig1 acisindan en biiytik
oneme sahip olan genlerdir (Beksag, 2004). MHC bolgesinin ne kadar polimorfik ve
karmagik oldugunun ortaya ¢ikmasiyla HLA insan immiinobiyolojisinde énemli bir

yer teskil etmeye baslamistir (Beksag, 2004).

MHC smif I molekiilleri, viicuttaki tiim c¢ekirdekli hiicrelerde ifade olur ve endojen
antijen sunumunda gorev alirlar (Beksag, 2004). Agir zincirleri kodlayan Simif I
genleri, HLA-A, -B, -C, -E, -F ve —G islevsel HLA izoformlarmi olusturur (Beksag,
2004). HLA-A, -B ve —C klasik smif I antijenlerini sentezletir, diger yandan klasik
olmayan HLA-E, -F, -G ise dogal oldiiriicii hiicreler ile iligkili bagisiklik cevapta
gorev almaktadirlar (Beksag, 2004). HLA-H, -J, -K ve —L olarak isimlendirilen
yalanci genlerin heniiz herhangi bir immiinolojik gorevi bildirilmemistir (Beksac,
2004). MHC smif I molekiillerinin esas gorevleri hiicre icerisindeki peptidleri hiicre

ylizeyine tagimaktir (Beksag, 2004).

Antijen baglama bolge alanlar1 her sinif I molekiilii i¢in farklilik gosterir ve her bir
molekiil belirli sayidaki antijenik peptid pargasmni baglayabilir (Yakut, 2004).
Molekiiliin yapisindaki alfa sarmallar baglanan antijenik parcayla birlikte sadece
Smif 1 molekiillerini tastyan CDS8T hiicreleri tizerindeki T hiicre almagi tarafindan

tanman uyaran meydana getirirler (Bilbao vd., 2002).



Telomeric side

2NFs C I TRIMS PPIPo CIRNFS
o e 82;3;:;1 HLA-L LOC100129821 T AGER
o [ FLJ45422 . PBX2
g SumozpP =3 LOC100133303 . GPSM3
=] ] MOG . TRIM32 . NOTCH4
= ) ZNP57
(] — [ RPP21 1 Ceorf10
- 'y HCPs5P15 HLA-N e BN
= ey HCG2Ps CBTNL2
RPLéaAPI HCG2P4 [ HLA-DRA
MICE MicC HLA-DRB9
HCG2P3 1 HLA-DRB5
HCGoPs Laatie e
€ v CHLAE 1 HLA-DRB1
= s 5 GNLY ) HLADQA1
g 'H_‘ggi:g [, PRR3 . HLA-DQB1
= AT [ ABCF1 HLA-DQB3
2 g . PPP1R10 ™) HLA-DQA2
HCG4 S MRPS12B mjn HLA-DQB2
HCP5P13 ki i
HLA-99 Csorf134 1 TAP2
e = Céorf136 - [ PSMBs
£ RPL7AP7 = e S |25 a1
o MicG = KIAA 1949 S| 2 PsMBa
o — G ooee | -  Ehwm ] @ PPP1R2P1
@ < HCPSP12 RPL7AP = HLAZ
S < iospriei = MDC1 = & | HLA-DMB
= = e c 2 TuBB i) 0 | 52 HLA-DMA
8 =} < HLA-G =) C I FLOTH =2 8|5 eRD2
qc) o)) LOC100133214) [S)) 1 ER3 g O |5 napoa
O - s £ Cooom = - HLA-DPA1
" et | S0 P ] HLA-DPB1
3 HCPSP10 | | 0| CJVARS2 s RPL32P1
© HOG4P7 | | §| CsFae = HLA-DPA2
6 Ps-09 (8] LOC100128065 & HLA-DPB2
iemg 1 DPCR1 HLA-DPA3
Hpiyl . MUC21 - [ 3 COL11A2
] P i T = LOC720792 1 RXRB
HCG2P7 Tm HCG22 [— 1 SLC30A7
e =3 Céorf15 S |=o uspi78s
g ) CDSN 5|52 RINGT
i 5 psoRrsic o |Cp vpss2
00 5 PSORS1C2 Z |5 rpsie
MR- LOC100129610 ; ) B3GALT4
£ e ) CCHCR1 # |5 worss
@ HCG4Ps [, TCF19 < D6S2723E
FEOS = POUSF1 © |5 PFDNe
2 HLA-A
S ) PSORS1C3 T |cH RaL2
- g = HCG27 8 |25 Taper
HCG4P4
HCG2P2 ¢ |C7 zBTB22
. HCGoP3 8 |3 paxx
i [ JHLA-C Iﬁ == LOC646720
" HCG4P2 MYLsP
HCGo KIAADOSSP mm LYPLA2P1
g RPL3P ] KIFC1
e ¥ i HCG2P1 T
HLA-J § [ JHLAB Centromeric side
v HCG4P1
HCGs Re)
ETF1P1 =
7]
m

Telomere

Sekil 1.1. 6p 21.1-21.3 {izerinde yerlesik MHC boélgesinin gen haritasi (Shiina vd.,
2009).

Lenfositler, antijenlere 6zgiin bir bagisiklik yanit olusmasindan sorumlu hiicrelerdir

(Dalva, 2004). T lenfositler kanda bulunan lenfositlerin % 80’ini olustururlar (Dalva,



2004). T lenfositlerin iki alt grubu vardir. Bunlar yardimci ve Oldiriici T
lenfositlerdir (Dalva, 2004). Oldiiriicii T lenfositler (CD8), sadece MHC smif I ile
eslenmis molekiilleri tanirken, yardime1 T lenfositler (CD4) MHC smif II ile iliskili
olanlar1 tanir (Dalva, 2004).

CD8 T lenfosit hiicrelerinin bir antijeni taniyabilmesi i¢in o antijenik peptidin Smif I
molekiillerine baglanmis olmas1 gerekir ve bu durum HLA restriksiyonu olarak
bilinir (Bilbao vd., 2002). Belirli bir T lenfositin antijen almagi belirli bir antijenik
peptidi ancak belirli bir siif I molekiilii araciligiyla baglayabilir (Bilbao vd., 2002).
Tanima gergeklestigi zaman 6ldiriicti T hiicreleri (CDS8) antijenik peptidi tasiyan

hedef hiicreyi 6ldiirtirler (Bilbao vd., 2002).

MHC Class | pepdid kompleksi

Peptid D
MHC Sinif | ~ | TCR fir

Hedef hiicre

Sekil 1.2. T hiicresinin hedef hiicreye tutunmasinda MHC smif [ molekiilii ve T
hiicre almag1 (TCR) arasinda peptid molekiillerinin rolii (Yakut, 2004).

Smuf III molekiilleri klasik kompleman sisteminin C2, C4 faktorleri ile alternatif
yoldaki “properdin faktor-B” leri igerir (Weber vd., 2001). Sif III molekiilleri
coziinebilir degildirler (Yakut, 2004). Transplantasyon antijenleri olarak rol

oynamazlar ve T hiicrelerine antijen tanitmazlar (Yakut, 2004).

Smif II molekiilleri biiyiik o6lclide bagisikliga yetkinlik (immunokompotent)
hiicrelerinde, B lenfositlerde, antijen sunan hiicrelerde (makrofaj, Langerhans
hiicreleri, dendritik hiicreler) ve insanlarda aktive olmus T hiicrelerinde bulunurlar

(Bixby ve Yannelli, 1998). Bunun yam sira, normalde smif II molekiilii tasimayan



istirahat halindeki T hiicreler, endotelyal hiicreler ve tiroid hiicreleri gibi hiicreler

bunlar1 tagimalar1 i¢cin harekete gecirilebilirler (Bixby ve Yannelli, 1998).

Bu normal olmayan tasima isleminin HLA ile ilgili hastaliklarda 6nemli bir rolii
oldugu disiintilmektedir (Bixby ve Yannelli, 1998). Smif II molekiillerinin smif I
molekiillerine benzer gorevleri vardir (Bixby ve Yannelli, 1998). En 6nemli farklilik
ise, smif I molekiilleri genellikle endojen kokenli peptidleri, sinif II molekiilleri ise
ekzojen kokenli peptidleri baglayarak hiicre zarma tasimasit ve seg¢iliminde rol
oynamalaridir (Beksag, 2004). Bir smif II molekiiliiniin fonksiyonu bagisiklik
cevabin baglangicinda aktif antijenik peptid pargalarini CD4 T lenfositlere sunmaktir
(Beksag, 2004). CD4 T lenfositler, tipki1 CD8 — sinif I iliskisinde oldugu gibi, ancak
smif II molekiilleri araciligiyla peptid parcalarini taniyabilirler (Beksag, 2004).

Smif I ve smif II molekiillerinin yapisal farkliliklar1 da baglayacaklar1 peptidin
ozelliklerini ve baglanma giiclinii farkli kilmaktadir (Beksag, 2004). Smif I
molekiillerinin daha kivrimli ve uglar1 kapali yapist smif [I’ye oranla daha kiiciik

peptid parcalarinin baglanmalarina olanak saglar (Beksag, 2004).

LMP2, LMP7, TAP1, TAP2 gibi antijen islenmesinde gorev alan proteinleri
kodlayan genler de MHC sinif II bolgesinde yer almaktadirlar (Carin, 2004). LMP2
(Low moleculer weight polypeptide 2) ve LMP7 (Low moleculer weight polypeptide
7) genleri, proteozom yapisinin bilesenlerini olusturan peptidleri kodlamaktadir

(Carin, 2004).

Hiicrelerde proteinlerin yikimmi saglayan iki biiyiik yol vardw (Carin, 2004).
Bunlardan birisi lizozomun asidik ortaminda gergeklesen lizozomal proteoliz digeri
ise ubikuitin- proteozom yikim yoludur (Carin, 2004). Cok sayida ubikuitin ile
isaretlenmis olan protein, ¢cok sayida alt birimden olusmus olan proteaz sistemi olan

proteozom tarafindan yikilir (Carin, 2004).

Endojen proteinler ubikuitin ile baglanarak proteozoma yonlenirler (Carin, 2004).
Proteozom, kisa  Omirli  sitoplazmik  proteinlerin  ¢ogunun  yikimini
gerceklestirmektedir (Carin, 2004). Burada 8-10 aa uzunlugunda kisa peptidlere
yikilan endojen proteinler TAP (Transporter associated with antigen processing)

heterodimeri aracilig1 ile endoplazmik retikulum liimenine aktarilirlar (Carin, 2004).



TAP molekiilleri zarlar arasinda, oligopeptid ve daha biiyiik proteinler gibi farkl
maddelerin tasmmasini saglamaktadir (Carin, 2004). TAP1/TAP2 molekiilleri
endoplazmik retikulum zarinda, sitoplazmadan liimene peptid tasiyip yerlestiren bir
sistem olustururlar (Carin, 2004). Tasmmis olan peptidler sinif I molekiiliine
yiiklenirler (Carin, 2004). Endoplazmik retikulumdan ayrilan bu yapilar golgi
sistemine gelir ve oradan tasiyici vezikiiller ile hiicre zarmna tasinarak sitotoksik T

lenfositlerine sunulurlar (Carin, 2004).

Ana Doku Uyusum Bileseni (MHC) smif II bolgesinde yerlesik olan LMP ve TAP
genleri MHC smif I ile iliskili endojen peptidlerin iiretimi ve endoplazmik

retikuluma taginmasindan sorumludur (Faucz vd., 2000).

LMP genleri HLA genleri kadar olmasa da polimorfik genlerdir (Faucz vd., 2000).
Olusturulan ve sunulan antijenik peptidlerin spektrumunun incelenmesi, ve
populasyon genetigi calismalari, LMP genlerindeki genetik varyasyonlarin

fonksiyonel etkilerinin anlagilmasi i¢in olduk¢a 6nemlidir (Faucz vd., 2000).

Bu tez caligmasinda, Giineydogu Anadolu Bolgesi’nden saglikli ve birbirleriyle
akrabalik iligkisi olmayan 100 bireyden Ornekleme yapilmistir. Tezin amaci,
Gilineydogu Anadolu populasyonunda LMP2 ve LMP7 gen polimorfizmlerinin
incelenmesi ve allel/genotip frekanslarinin belirlenmesidir. Bu ¢aligmada incelenen
LMP2 ve LMP7 gen polimorfizmleri daha 6nce Tiirk populasyonunda incelenmemis
oldugu i¢in allel/genotip frekanslar1 hakkinda herhangi bir bilgi bulunmamaktadir.
LMP gen polimorfizmlerinin incelenmesi ve literatiirdeki diger populasyonlara ait
verilerle karsilastirilmasi ile populasyonlar arasindaki genetik uzaklik hakkinda da

bilgi sahibi olunmas1 miimkiindiir.



BOLUM 2
LITERATUR OZETLERI

MHC antijenleri transplantasyonda, nakil dokunun reddedilmesinde baslica
belirleyicidirler (Yakut, 2004). Aym1 MHC molekiillerini tasiyan bireyler
birbirlerinden doku alabildikleri halde MHC molekiilleri farkli bireyler nakil
dokularini siddetle reddederler (Yakut, 2004).

MHC gen bdlgesinin temel fonksiyonu organizmay1 zararl enfeksiydz ajanlara karsi
korumak, zarar gormiis, 6lmekte olan veya enfekte hiicreleri dagitmaktir (Shiina vd.,
2004). MHC genomik bolgesindeki yiiksek diizeyde polimorfizm ve heterozigotluk,
bagisiklik sistemine patojen ¢esitliligi ve degiskenligine karsi segici bir avantaj
saglamaktadir (Shiina vd., 2004). Diger taraftan yliksek polimorfizm ve mutasyon
orani, otoimmiin hastaliklar ve diger genetik hastaliklarin olusmasi i¢in risk
olusturmaktadir (Shiina vd., 2004). 1967°de HLA-B antijenlerinin Hodgink’s
lenfoma hastalarinda artmis oldugunu gosteren ilk c¢alismadan bu yana ylizlerce
otoimmiin ve enfeksiyon hastaligt MHC bdélgesi ile iligkili bulunmustur (Shiina vd.,

2004).

HLA antijenlerinin hastaliklara yol a¢is mekanizmalar1 ile ilgili degisik teoriler

mevcuttur (Yilmaz, 1996):
e HLA antijenlerinin hastaliklara yol acan etmene yapisal benzerlik géstermesi

e HLA antijenleri tarafindan kontrol edilen bagisiklik yanit genlerinin asir1 ya da

zayif reaksiyon gostermeleri
e HLA bolgesindeki proteinlerde bozukluk olusu ya da proteinlerin yoklugu

e HLA smif III bolgesindeki genlerle ilgili kompleman sisteminde varolan

bozukluklar (C2, C4 yetersizligi)

e HLA smifII antijenlerinin anormal ifadesi (ekspresyonu)



e HLA antijenlerinin patojen i¢in almag 6zelligi gdstermesi

e HLA, LMP ve TAP gen polimorfizmleri ile hastaliklara yatkinlik ve direng

arasindaki iliski bugiine kadar ¢ok sayida ¢caligmanin konusu olmustur:

e LMP2 ve LMP7 gen polimorfizmlerinin Insiiline Bagimli Diyabet gelisimi
iizerine etkisinin belirlenmesi icin yapilan bir ¢aligmada, Giineydogu Amerika
bolgesinden 198 Insiiline Bagimli Diyabet hastas1 ve 195 saglikli birey analiz
edilmistir. Calisma sonucunda, Insiiline Bagimli Diyabet hastaligmin LMP7 gen
polimorfizmi ile gii¢lii bir iligki i¢inde oldugu, LMP2 gen polimorfizminin ise sadece
HLA DR4-DQB1*0302 haplotipi tasiyan bireylerle iliskili oldugu belirtilmistir
(Deng vd., 1995).

e Chevrier vd. (1997), HLA-DPBI,- DRBI, - DMA, - DMB, TAP1, TAP2, LMP2,
LMP7 genlerinin idiyopatik ve Sekonder Membrandz Nefropati iizerine etkisini
inceleyen bir calisma gerceklestirmislerdir. Calismada, gen polimorfizmleri 178
hasta ve 100 saglikli bireyde analiz edilmis ve HLA-DPB, -DMB, LMP2, LMP7 ve
TAP2 fenotip frekanslarmin hasta ve saglikli bireylerde benzerlik gdsterdigi ancak
TAPI geninin Sekonder Membrandz Nefropati ile iliskili oldugu saptanmaistir.

e Romatoid Artrit hastalig1 ile LMP ve TAP genleri arasindaki iliski bagka bir

calisma ile arastirilmis ve anlamli bir iliski bulunamamistir (Vinasco vd., 1998).

e Hepatit C enfeksiyonu ile TAP2 gen polimorfizmi arasindaki iligki arastirilmistir.
Hepatit C virlisii ile enfekte olmus 145 hasta, 36’s1 tasiyici, 109’u ise kronik
karaciger hastas1 olmak tizere iki gruba ayrilarak analiz edilmistir. Calisma
sonucunda, tastyicilarda bulunan TAP2*0103 frekansmin, kronik karaciger

hastalarindakinden daha yiiksek oldugu belirlenmistir (Kuzushita vd., 1999).

e Bir baska ¢alismada, Sarkoidoz hastalig1 ile TAP1 ve TAP2 gen polimorfizmleri
arasindaki iliski incelenmistir. Bu calismada, 117 beyaz wka mensup Ingiliz
Sarkoidoz hastasi, 290 saglikli Ingiliz birey, 87 Slovak kokenli Polonyali sarkoidoz
hastast ve 158 saglikli Polonyali birey yer almistir. Calisma sonucunda, TAP2 gen
polimorfizmi igin, hem Ingiliz hasta bireyler ve kontrol grubu arasinda, hem de
Polonyali hasta bireyler ve kontrol grubu arasinda anlamli bir fark belirlenmistir.

TAP1 gen polimorfizmi i¢in Ingiliz ve Polonyali kontrol gruplar1 karsilastirildiginda



iki grup arasinda anlamli bir fark belirlenmistir. Ayrica ek olarak TAP2 gen
polimorfizmi Ingiliz ve Polonyal1 hasta gruplar1 arasinda incelenmis ve anlamli bir

fark bulunmustur (Foley vd., 1999).

e ishihara vd. (1999), yaptiklar1 calisma sonucunda Sarkoidoz ve Behget hastalig

ile LMP7 geni arasinda bir iligki tespit edememislerdir.

e Ankilozan Spondilit (AS) hastaligi ile TAP1 ve TAP2 genleri arasindaki iligkinin
incelendigi ¢alismada, 44 Ispanyol AS hastasi, 61 rastgele secilmis yetiskin saglikli
birey ve 35 HLA-B27 pozitif saglikli birey yer almistir. Calisma sonucunda, TAP1B
allel frekansinin hasta gruplarinda anlamli olarak kontrol grubuna oranla daha
yiiksek oldugu gozlenmistir. TAP2 alleli ile ilgili bir fark gozlenmemistir (Fraile vd.,
2000).

e [gA nefropati ve Multiple Skleroz hastalig1 ile TAP1, TAP2, LMP2, HLA-DMA
ve HLA-DMB genlerinin arasindaki iliski incelenmis ancak IgAN ve MS hastaliklar1

ile bu genler arasinda bir iliski bulunmamistir (Xiaochun vd., 2000).

e Atopik dermatit hastaliginda TAP ve LMP genlerinin polimorfizmleri ve HLA-
A,B allelerinin dagilimi incelenmistir. 53 Koreli atopik dermatit hastast ve 153
saglikli bireyin yer aldigi calisma sonucunda, LMP2 ve LMP7 genlerinin hasta ve
saglikli bireylerde benzer dagilim gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica, TAP1 geninin
allel, genotip ve fenotip frekanslarmin hasta ve saghikli bireylerde farklilik
gostermedigi, ancak TAP2 ve HLA-A24 geninin frekansinin hasta bireylerde
sagliklilara oranla daha yliksek oldugu bildirilmistir (Lee vd., 2001).

e [LMP7 gen polimorfizminin kronik hepatit C hastalarinin interferon tedavisine
verdikleri yanit1 etkileyen 6nemli bir konake1 faktorii oldugu bildirilmistir (Sugimoto

vd., 2002).

e TAP gen polimorfizmlerinin Graves hastaligmma etkisi Cin populasyonunda
incelenmistir. Calisma sonucunda, TAP1D ve TAP2A haplotip frekanslarmnin saglikl
bireylerde, hasta bireylere oranla daha yiliksek oldugu, TAP1C ve TAP2F haplotip
frekanslarinin  saglikli bireylerde, hasta bireylere oranla daha diisik oldugu

belirlenmigstir (Cai vd., 2002).

10



e Zhang vd. (2002a), TAP1 ve TAP2 gen polimorfizmlerinin Dogu Fransa
populasyonunda Romatoid Artrit hastalig1 ile iligkisini incelemislerdir. Caligsma

sonucunda, TAP1 ve TAP2 genleri ile RA arasinda zayif bir iligki belirlenmistir.

e TAP1 ve TAP2 gen polimorfizmlerinin insanda alveolar ekinokokkus (AE)
hastalig1 ile iliskisinin incelendigi bir ¢alisma sonucunda, TAP2 geninin 665 kodonu

ile AE hastalig1 arasinda anlamli bir iliski belirlenmistir (Zhang vd., 2002b).

e Gergeker vd (2002), tarafindan yapilan bir ¢alismada kistik fibrozis fenotipinde
TAP1 ve TAP2 genlerinin belirleyici etkileri arastirilmis ve TAP1 geninin 333 ve
637. pozisyonlarindaki, TAP2 geninin ise 665. pozisyonundaki polimorfizmlerin
allel/genotip frekanslarinda saglikli ve hasta bireyler arasinda 6nemli bir fark

gozlendigi bildirilmistir.

e Finlandiya populasyonunda, yetiskin Tip 1 Seker hastalarinda TAP2 gen
polimorfizminin analizi yapilmistir. Calisma sonucunda, Tip I seker hastaliginin
TAP2 geninin 651. kodonu ile bir iliski icerisinde oldugu belirlenmistir (Penfornis

vd., 2002).

e Gostout vd. (2003), TAP1 ve TAP2 genlerinin rahim agzi1 kanseri ile iliskisini
incelemigler ve bu genlerle rahim agzi1 kanseri arasinda 6nemli bir iligki oldugunu

bildirmislerdir.

e TAP ve HLA-DM genlerinin sedef hastaligi ile iliskisi incelenmis ve belirli TAP
ve HLA-DM allelerinin sedef hastaligina sebep olabilecegi belirlenmistir (Pyo vd.,
2003).

e Kuzeybati Kolombiyada TAP1 ve TAP2 gen polimorfizmleri sistemik lupus
eritematozus hastalarinda incelenmis, TAP2 bdlgesinin hasta bireylerde duyarliligi
etkiledigi belirlenmis ancak belirgin bir etkisinin oldugu ispatlanamamistir (Correa

vd., 2003)

e Casp vd. (2003), vitiligo patogenezinde etken olan antimelanosit otoimmiin

yanitta LMP ve TAP genlerinin rolii olabilecegini bildirmislerdir.

e Yapilan bir bagka calismada, LMP2 gen polimorfizminin Alzheimer hastalig1 ile

iligkisi incelenmistir. Calisma sonucunda, LMP2 ekspresyonunun Alzheimer
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hastaligindan etkilenmis dokularda, etkilenmemis dokulara oranla daha fazla

gozlendigi belirlenmistir (Mishto vd., 2004).

e [MP gen polimorfizminin spondiloartrit hastalig1 lizerine etkisinin incelendigi bir
calismada, LMP2 ve LMP7 genlerinin allel frekanslar1 saglikli ve hasta bireylerde
benzer dagilim gostermistir. Genotip frekansi agisindan LMP7 geni, hasta ve saglikli
bireyler arasinda Oonemli bir fark gostermezken, LMP2 genine ait genotiplerin
spondiloartrit hastaligimin gelisiminde etkili oldugu belirlenmistir (Vargas-Alarcon

vd., 2004).

e LMP2 ve LMP7 gen polimorfizmlerinin Hepatit B viriis enfeksiyonuna etkisi
incelenmis ve LMP2 ve LMP7 gen polimorfizmlerinin Hepatit B viriis enfeksiyonu

icin 6nemli bir konakg1 faktor oldugu belirlenmistir (Dai vd., 2005).

e Baska bir ¢alismada, LMP7 ve TAP2 gen polimorfizmlerinin Cin’de insidansi
yiiksek olan yemek borusu kanseri iizerine etkisi incelenmistir. Calisma sonucunda,
LMP7 ve TAP2 genlerinin yemek borusu kanseri gelisimi icin risk faktorii oldugu ve
HPV (human papilloma virus) ile enfekte olan kisilerde tiimor olusumunu etkiledigi

one siirtilmiistiir (Cao vd., 2005)

e Kramer vd. (2007), tarafindan LMP ve TAP genleri ile sedef hastalig1 arasindaki
iligki incelenmistir. Calisma sonucunda, LMP ve TAP genlerinin alleleri ile sedef

hastalig1 arasinda giiclii bir iliski oldugu belirlenmistir.

e LMP ve TAP genlerinin rahim agzi kanseri ile iligkisi incelemis ve LMP7 ve
TAP2 genlerinin rahim agz1 kanseri riskini arttirdiklar1 belirlenmistir (Mehta vd.,

2007).

e (Cin populasyonundaki Hepatit B viriis enfeksiyonu riskinin LMP ve TAP
genlerinin polimorfizmleri ile iliskisi incelenmis ve LMP7, TAP1 ve TAP2 genleri
ile Hepatit B enfeksiyonu arasinda bir iliski oldugu belirlenmistir (Changqing vd.,
2007).

e Dogru vd. (2007), TAP gen polimorfizmlerinin c¢ocuklardaki idiyopatik
bronsektazi ile olan iliskisini incelemislerdir. Calisma sonucunda, TAP1 ve TAP2

gen polimorfizmlerinin genotip frekanslarinin hasta ve saglikli bireyler arasinda
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farklilik  gosterdigi  belirlenmis ve bu genlerin bronsektazi hastaliginin

etiyopatogenezinde rol oynayabilecegi bildirilmistir.

Hastalik iliskilendirme c¢alismalar1 disinda, LMP ve TAP gen polimorfizmleri
sagliklt populasyonlarda da ¢alisilmis ve populasyonlara 06zgli allel/genotip

frekanslar1 belirlenmistir:

e Faucz vd. (2000), ti¢ farkli Brezilya populasyonunda (Kaingang, Guarani
Amerindian, ve Parana Kafkas populasyonu) TAP1, TAP2, LMP2 ve LMP7 gen
polimorfizmlerinin allel ve haplotip frekanslarinin yani sira baglant1 esitsizligini
incelemis, Hardy-Weinberg dengesini test etmislerdir. Calismaya, Guarani
populasyonundan 93, Kaingang populasyonundan 241 ve Katkas populasyonundan
93 birey katilmistir. Calismanin sonucunda Guarani ve Kaingang populasyonlarinin
LMP ve TAP genleri acisindan farklilik gosterdigi belirlenmistir. Kafkas (Beyaz 1rk)
populasyonu ise Avrupa’daki ve diger populasyonlardaki Kafkas (Beyaz 1rk)
populasyonlar1 ile benzerlik gostermektedir. Ayrica ¢aligmanin sonuglarina gore,
TAP-LMP bolgesindeki genlerin birlikte evrimlesmedigi hipotezi desteklenmistir ve
allel frekanslar1 incelendiginde oOnemli bir seleksiyon olmadigi ve genotip
frekanslarmm da Hardy-Weinberg dengesine uyumlu dagilim gosterdigi tespit

edilmistir.

e LMP2 ve LMP7 gen polimorfizmleri Meksika toplumunda da incelenmistir.
Calismada, 312 Meksikali (95 Meksika Mestizo, 48 Nahua, 56 Mazatec, 50 Teenek,
ve 63 Mayo) yetigkin birey yer almistir. Bu populasyonlarda, LMP2 ve LMP7
polimorfizmleri benzer dagilim gostermistir. Populasyonlar kendi icinde
karsilastirildiginda, Nahua ve Mayo populasyonlarinda LMP2-H/H genotipinin
frekans1 en yiiksek, LMP2-H/R genotipinin frekansi ise en diisiiktiir. LMP7-K/K
genotipi Nahua, Teenek ve Mayo populasyonlarinda bulunmamakta, sadece Mazatec
populasyonundan bir yetiskin bireyde bulunmaktadir. Calisma sonucunda, Meksikali
Mestizolarin ispanyol ve Meksika kokenli Amerikalilarla genetik yakinlik gdsterdigi
belirlenmistir (Vargas-Alarcon vd., 2002).

e Gergeker ve Ozgii¢ (2002), tarafindan yapilan bir ¢alismada ise, TAP1 ve TAP2
genlerindeki bazi polimorfizm frekanslar1 Anadolu populasyonunda belirlenmistir.

Calismada TAPI1-333, TAPI1-637, TAP2-379, TAP2-565 ve TAP2-665

13



polimorfizmlerinin allel frekanslar1 TAP1A (%75), TAP1C (%10.5), TAP1D (%3.5)
ve TAP1B (%5.5) olarak belirlenmistir. TAP2 geni i¢in ise, allel frekanslar1t TAP2A
(%72), TAP2C (%24.5), TAP2E (%2),TAP2D (%1) ve TAP2B (%0.5) bulunmustur.
Ayrica c¢alismada, TAP1 ve TAP2 allel frekanslar1 dikkate alinarak Anadolu
populasyonu ile Japonya, Fransa, Almanya, Sardinya, Amerika (beyaz 1rk), Guarani
ve Kaingang populasyonlarmin genetik uzakligi belirlenmistir. TAP1 allellerinden,
TAPIA’nin tiim populasyonlardaki en yaygin allel oldugu belirlenmistir. TAP1D
sadece Anadolu ve Alman populasyonunda gozlenmistir. TAPIC diger
populasyonlar i¢indeki en yiiksel frekansl allel, TAP1B ise en diistik frekansl allel
olarak gozlenmistir. TAP2 allellerinden, TAP2B diger populasyonlar i¢inde en diisiik
frekansa, TAP2C ise en yiiksek frekansa sahiptir. Bu frekanslardan yararlanilarak
populasyonlar aras1i genetik uzaklik hesaplandiginda, Anadolu populasyonunun
Avrupa populasyonuna yakm oldugu, Kaingang ve Guarani populasyonlarimin ise

diger populasyonlara en uzak populasyon oldugu belirlenmistir.

e Bir baska calismada, Cin Han populasyonunda TAPl1 ve TAP2 gen
polimorfizmleri incelenmistir. Calismada, Giiney ve Kuzey Cin bdlgesinde yasayan
339 saghkli birey yer almistir. Calisma sonucunda, TAP1 geninin Guarani,
Kaingang, ve Anadolu populasyonlar1 disindaki diger populasyonlarla benzerlik
gosterdigi, TAP2 geninin ise diger populasyonlardan 6nemli derecede farklilik
gosterdigi belirlenmistir. Ayrica, TAP1 ve TAP2 genlerinin farkli populasyonlar i¢in
insan genetigi ve baglant1 analizi gibi g¢alismalarda genetik belirleyici olarak

kullanilabilecegi sonucuna varilmistir (Feng vd., 2008).
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BOLUM 3
MATERYAL VE METOD
3.1. Ornekleme

Gilineydogu Anadolu Bolgesi populasyonunu temsil edecek sekilde akrabalik iliskisi
olmayan 100 saglikli bireyden periferik kan 6rnegi alinmistir. Calismaya dahil edilen
bireylerin, 55’1 kadin, 45’1 erkektir. Erkek / kadin orani 1: 1,2°dir. Yaglar1 17-58

arasinda degismektedir. Yaglarinin medyan degeri 21 dir.

Kan 6rnekleri, 10 ml steril EDTA’l1 tiipler igerisine alinmugtir. Ornekleme yapilirken
Gilineydogu Anadolu Boélgesi'ni kapsayacak sekilde yapilmasina dikkat edilmistir.
Gaziantep, Diyarbakir, Sanlurfa, Adiyaman, Mardin, Siirt, Batman ve Sirnak
Gilineydogu Anadolu Bdlgesi illeri olarak kabul edilmis ve 6rnekleme buna gore
yapilmistir. Ornek alimi sirasinda kisilere calismanin amaci, izlenecek ydntem ve

risk ve faydalar hakkinda bilgiler verilmis ve yazili onamlar1 alinmistir.

Calismamiz, Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Etik Kurulu’nun onayi

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

Ornekleme sirasinda bireylerden alman 10 cc periferik kandan yiiksek tuz
konsantrasyonuyla DNA’nin c¢oktiiriilmesi metodu kullanilarak DNA izolasyonu
gerceklestirilmistir. Yilksek miktarda DNA eldesine olanak saglayan, kolay
uygulanabilir, ekonomik ve biyogiivenlik agisindan avantajli bir yontem oldugu i¢in

bu yontem tercih edilmistir.
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DNA izolasyonu i¢in hazirlanan soliisyonlarin igerikleri asagida verilmistir:

= Cekirdek Lizis Tamponu (pH: 8.2)

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

Distile su ile ¢oziilerek 1 1t’ye tamamlanmistir.
= SDS %10
SDS 10g
Distile su ile ¢oziilerek 100 ml’ye tamamlanmustir.
= Amonyum Asetat
Amonyum Asetat 148 g
Distile su ile ¢oziilerek 200 ml’ye tamamlanmustir.
= TE tampon cozeltisi (pH: 7.5)
I mM Tris-HCL 0,394 g
ImM Na,EDTA 0,093 g
Distile su ile ¢oziilerek 250 ml’ye tamamlanmustir.

Soliisyonlar hazirlandiktan sonra DNA izolasyonu i¢in asagidaki islemler sirasiyla

gerceklestirilmistir:

= 10 cc kan 50 ml’lik tiiplere alinarak iizerine 40 ml soguk steril distile su eklendi

ve eritrositleri patlatmak amaciyla tiipler 1-2 dk asag1 yukari ¢irpild1.
- Tiipler 2000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi.(P Selecta Centronic —BL II Santrifiij)

- Siipernatan atild1 ve pelletin lizerine hacim 25 ml’ye tamamlanacak sekilde soguk

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

- Siipernatan atildi ve pelletin {lizerine 3 ml Cekirdek Lizis tamponu, 200 pl
Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) ve 150 ul Proteinaz K eklendi ve karisim vorteks ile

homojenize edildi.
- Tiipler 37 °C’de 16 saat inkiibasyona birakild1.

- 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 tlipe aktarildi1 ve iizerine toplam 6rnek hacminin

2 kat1 kadar etanol eklendi.
- Tipler yavasca dondiiriilerek DNA’nin toparlanmasi saglandi.

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

zamana kadar -80 °C’de sakland:.

3.3. LMP2 ve LMP7 Genlerinin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile
Amplifikasyonu

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), dizisi bilinen bir DNA bélgesinin in vitro olarak
cogaltilmasmi1 saglayarak DNA molekiiliiniin milyonlarca, hatta milyarlarca
kopyasini kisa zamanda yapmaya olanak saglayan bir tekniktir. PCR’nin prensibi;
tekrarlanan li¢ basamaga dayanir. Bunlar, denatiirasyon, primer baglanma ve zincir
uzama basamaklaridir. Bu islemler ¢ok kez tekrarlanarak (30-35 dongii) istenilen

DNA bolgesi cogaltilmis olur (Birben, 2006).

A: Denatiirasyon: Bu basamak, PCR reaksiyonu i¢in kalip gorevi gorecek, cift
zincirli DNA’nin 94-95°C’ye 1sitilmasi ile gerceklesir. Bu sicaklikta, bazlar arasi
hidrojen baglar1 kirildig1 i¢in kalip DNA’nin her iki sarmali birbirinden ayrilir ve
boylece primerlerin iki sarmalin arasina girebilmeleri saglanir. Bu islem kalip

DNA’nm 6zelliklerine gore 3-5 dk arasinda degisir (Birben, 2006).
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B: Primerlerin baglanmasi: Primerler, kalip DNA’da 6zgiil dizilere komplementer
olarak dizayn edilmis oligoniikleotidlerdir ve Tm derecelerine yakin bir sicaklikta
kalip DNA’ya baglanabilirler. Bu sicaklik kullanilan oligoniikleotid primerin
uzunluguna ve GC/AT igerigine gore degismektedir. Primerler, DNA polimerazin

calisma yoniine uygun olarak (5°—3') kalip DNA’ya baglanirlar (Birben, 2006).

C: Zincir uzamasi: Taq polimeraz enzimi yiiksek sicaklikta polimerizasyonu
gergeklestirilebilen 6zel bir DNA polimeraz enzimidir. 70-75°C’de sentez islemi
yaparak kalip DNA’ya baglanmis olan primerleri uzatirlar. Yeni olusan sarmalin her
iki zinciri de daha sonraki reaksiyonlar i¢in yine kalip olarak kullanilir (Birben,

2006).
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Sekil 3.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonunun sematik olarak gosterimi (Birben, 2006).

LMP2 ve LMP7 genlerinde incelenecek polimorfizmleri kapsayan bolgelerin

amplifikasyonu i¢in tasarlanan 6zgiil primer dizileri Tablo 3.1.’de verilmistir.
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Tablo 3.1. LMP2 ve LMP7 genlerinin PCR amplifikasyonu icin kullanilan primer
dizileri (Sugimoto vd., 2002).

PCR URUNU

GEN PRIMER DiZiLERI e
BUYUKLUGU

iP 5’-CTTGAACCAGGGAGGCGAAGTTTG-3’
LMP2 228 be
GP 5-CAGCTGAACCAGAGAGTGCATAGT-3’

P 5°-CGGACAGATCTCTGGGTGCT-3’
LMP7 304 be
GP 5>-TCTCCGGGACTGAAGGCTA-3’

LMP2 ve LMP7 genlerinin PCR ile amplifikasyonu i¢in 1 pg genomik DNA 6rnegi,
1 umol/l ileri primer (IP) ve geri primer (GP), 200 uM her bir INTP, 1XTaq DNA
polimeraz tampon ¢ozeltisi, 1.5 mmol/l MgCl, ve 0.5 {linite Taqg DNA polimeraz

iceren toplam 25 ul karisim hazirlanmastir.
PCR reaksiyonundaki 1s1 dongiileri ise Tablo 3.2.’de gosterilmistir.

Tablo 3.2. PCR Reaksiyonundaki Is1 Dongtileri

. . DONGU
ISLEM SICAKLIK SURE
SAYISI
Basamak 1 | On denatiirasyon 95°C 5 dk 1
Denatiirasyon 95°C 0: 30
Basamak 2 | Primer Baglanma 53°C 0: 30 35
Zincir Uzama (Sentez) 72 °C 0: 30
Basamak 3 | Final Sentez 72 °C 5 dk 1

LMP2 ve LMP7 gen bdlgeleri Takara PCR Thermal Cycler (Gradient PCR)

kullanilarak ¢ogaltilmistir.
3.4. Agaroz Jel Elektroforezi

PCR reaksiyonu sonucunda elde edilen iirlinler agaroz jel elektroforezi ile
ayristirilmis ve etidyum bromiir kullanilarak goriintiilenmesi saglanmistir. Agaroz jel

elektroforezi i¢in gerekli olan TBE soliisyonunun icerigi asagidaki gibidir:
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TBE TAMPON COZELTISI (pH: 8,3)

Tris 121,1 g
Borik Asit 61,8 ¢
EDTA 7,44 ¢

Distile su ile ¢oziilerek 100 ml’ye tamamlanmustir.
% 2’lik Agaroz Jelin Hazirlanmasi
- 2 gagaroz hassas terazide tartilip bir erlene dokiildii.

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

agaroz solusyonu kaynatildi.

- Erlen 50-55°C’ye sogutulduktan sonra, igerisine 10 pl etidyum bromiir (5mg/ml)
eklendi.

- Karisim hava kabarcigi olmayacak sekilde jel tabagmna dokiildi ve oda

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

- Jel tabagi, jel tamamen tamponun igerisinde olacak sekilde tankin igerisine

yerlestirildi.

- Birinci kuyucuga DNA belirleyici, ikinci kuyucuga negatif kontrol (DNA
icermeyen PCR iirlinii) daha sonraki kuyucuklara ise sirasiyla ¢alisilan bireylere ait

DNA’lar yiikleme tamponu ile karistirilarak ytiklendi.

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

elektroforez)

- Ardindan jel goriintileme sistemi kullanilarak UV 1s18inda  bantlarin

goriintiilenmesi saglandi.( Vilber Lourmat goriintiileme cihazi)
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228 bg

100 bg »

Sekil 3.2. LMP2 geninin PCR ile amplifikasyonu sonrasinda agaroz jel elektroforezi
ile kontrol edilmesi; M: 100 b¢ DNA belirleyici (marker); 1-6: LMP2 geninin PCR
ile cogaltilmasi sonucu elde edilen 228 b¢’lik DNA pargasi

i

304 be

100 be

Sekil 3.3. LMP7 geninin PCR ile amplifikasyonu sonrasinda agaroz jel elektroforezi
ile kontrol edilmesi; M: 100 b¢ DNA belirleyici (marker); 1-6: LMP7 geninin PCR
ile cogaltilmasi sonucu elde edilen 304 b¢’lik DNA pargasi

3.5. LMP2 ve LMP7 Gen Polimorfizmlerinin RFLP (Restriksiyon Parc¢a

Uzunluk Polimorfizmi) Teknigi ile Analizi

“Restriction fragment length polymorphism” (RFLP) analizi tip II restriksiyon
endoniikleazlarin ¢ift iplikli DNA’y1 6zgiil tanima bolgelerinden kesmesi temeline
dayanmaktadir (Yildirim vd., 2007). Endoniikleazlar bakteriler tarafindan
bakteriyofaj infeksiyonuna karsi savunma amaciyla iiretilirler. (Yildirim vd., 2007).
Bu enzimler bakteriyofaj DNA’smi1 taniyip parcalarken bakterinin kendi DNA’sma
zarar vermezler (Yildirim vd., 2007). Her bir restriksiyon endoniikleaz 6zgiil ve
genellikle palindromik olan kisa DNA dizisini (4-8 bg) tanir ve keser (Yildirim vd.,
2007).
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LMP2 ve LMP7 gen polimorfizmlerinin analizi i¢in PCR ile ¢ogaltilan gen bdlgeleri
0zgiil restriksiyon enzimi ile iiretici firmanin onerdigi kosullarda kesime tabi tutulur.
Kesim sonucu olusan DNA parcalar1 agaroz jel elektroforezi ile biiytlikliikklerine gore

ayristirilirlar.

LMP2 ve LMP7 genlerinin PCR f{irtinleri (5pl) toplam 10 pl hacim igerisinde 10 U

enzim kullanilarak kesilmis ve 37°C’de 4 saat inkiibasyona birakilmislardir.

Kesilen PCR iirtlinleri, agaroz jel elektroforezi ile ayristirilmis ve etidyum bromiir ile
boyanarak UV 1s18inda goriintiilenmistir. Olusan bantlarin biiyiikliikleri standart
DNA belirleyicileri (marker) ile karsilastirilarak tespit edilmis ve bu sekilde

polimorfizmler analiz edilebilmistir.

Polimorfizmlerin incelenmesi i¢in kullanilan restriksiyon enzimleri ve olusan DNA

parcalarinin biiytikliikleri Tablo 3.3’de verilmistir.

Tablo 3.3. Kullanilan restriksiyon enzimleri ve olusan DNA parcalarinin

biiytikliikleri (Sugimoto vd., 2002).

Polimorfizm Restriksiyon Kesim Uriinleri
Enzimi

LMP2

60 (CGC—-TGC) Hha | 199 ve 29 b¢ — R

Arjinin (R) — Histidin (H)

LMP7

145 (CAG -AAQG) Bsm I 174 ve 130 bg — Q

Glutamin (Q) — Lizin (K)

Kesim iiriinlerinin analizi i¢in %3’lik agaroz jel hazirlandi. Birinci kuyucuga DNA
belirleyici, ikinci kuyucuga kesilmemis DNA iirlinii ve diger kuyucuklara ise
kesilmis PCR iirlinleri sirasiyla yilikleme tamponu ile karistirilarak yiiklendi.
Ornekler, 90 V’da yaklasik 1 saat yiiriitiildii. Kesim {iriinlerinin biiyiikliikleri DNA
belirleyicilerle karsilastirilarak tespit edildi.
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2 3 AnabE e 7 S

228 bg

199 be
100 bg

Sekil 3.4. LMP2 gen polimorfizminin Hha I enzim kesimiyle analizi; M: 100 bg’lik
DNA belirleyici; 1: Kesilmemis PCR iiriinii (228 be); 2,3,5,9: R/R (199 bg); 4,6,7,8:
H/H (228 bg)

304 be

174 bg
| 130 be

50 be

Sekil 3.5. LMP7 gen polimorfizminin Bsm [ enzim kesimiyle analizi; M: 50 bg¢’lik
DNA belirleyici; 1: Kesilmemis PCR {iriinii (304 bg); 3,4: Q/Q (174 bg, 130 bg); 2,5:
Q/K (304 bg, 174 be, 130 bg)

3.6. Genotip Tayini

LMP2 gen bolgesine ait PCR iiriinii 228 b¢ uzunlugundadir. Kesim iglemi sonucunda
228 be’lik tek bir bant gozlendiginde (her iki allel kesilmemis ise) genotip (H/H),
199 ve 29 be’lik, iki bant gozlendiginde (her iki allel kesilmis ise) genotip (R/R),
228, 199 ve 29 b¢’lik {i¢ bant gézlendiginde ise genotip (R/H) olarak degerlendirildi.
(Tablo 3.4)

LMP7 genine ait PCR {iriinii ise 304 b¢ uzunlugundadir. Kesim islemi gergeklesirse
174 ve 130 bg’lik iki bant olusur. Kesim islemi sonucunda, eger 304 bg’lik tek bir
bant gbozleniyorsa (her iki allel kesilmemis ise) genotip (K/K), 174 ve 130 bg’lik iki
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bant gézleniyorsa (her iki allel kesilmis ise) genotip (Q/Q), 304, 174 ve 130 bg’lik ii¢
bant gozleniyorsa genotip (Q/K) olarak degerlendirildi. (Tablo 3.5)

Tablo 3.4. Kesim sonuglarina gére LMP2 genotiplendirme

LMP2 (GENOTIPLER) BANT BUYUKLUKLERI

199 bg

R/R
29 be
228 bg

R/H 199 bg
29 be

H/H 228 be

Tablo 3.5. Kesim sonuglarina gére LMP7 genotiplendirme

LMP7 (GENOTIPLER) BANT BUYUKLUKLERI

174 bg

Q/Q
130 bg
304 b

Q/K 174 bg
130 bg

K/K 304 b

3.7. istatiksel Analiz

LMP2 ve LMP7 gen polimorfizmlerinin RFLP ile incelenmesi sonucunda allel ve
genotip frekanslar1 direk sayim yontemi ile belirlenmistir. Elde edilen veriler
kullanilarak “SPSS 13,0 for Windows” programi ile Hardy-Weinberg dengesine

uyum incelenmis ve istatiksel olarak p<0,05 degeri anlamli kabul edilmistir.
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LMP2 ve LMP7 gen polimorfizmlerinin allel frekanslar1 kullanilarak Dispan
programi (Nei, 1973), (Nei vd., 1983) ile standart genetik uzakliklar (Nei, 1972)
hesaplanmistir. Ayrica, standart genetik uzakliklara dayanarak “Neighbour-Joining”

metodu ile bir filogenetik agag cizilmistir (Saitou ve Nei, 1987).
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI

Calismamizda, Gilineydogu Anadolu Boélgesi’nden, birbiriyle akrabalik iligkisi
bulunmayan 100 saglikli bireyden kan Ornegi almarak LMP2 ve LMP7 gen

polimorfizmleri PCR-RFLP yontemi kullanilarak analiz edilmistir.

Orneklerin, LMP2 ve LMP7 gen polimorfizmleri igin genotip dagilimlar1 Tablo 4.1

da verilmistir.

LMP2 gen polimorfizmi i¢in genotip frekanslari, R/R icin % 40, R/H i¢in % 29 ve
H/H i¢in % 31 olarak hesaplanmistir. Allel frekanslar1 ise, R alleli i¢in 0,545, H alleli
icin 0,455 bulunmustur (Tablo 4.2)

LMP7 gen polimorfizmi i¢gin genotip frekanslari, Q/Q i¢in % 80, Q/K i¢in % 12 ve
K/K i¢in % 0 olarak belirlenmistir. Allel frekanslar1 ise Q alleli i¢in 0,94, K alleli
icin 0,06 olarak hesaplanmistir. (Tablo 4.3)

LMP2 ve LMP7 gen polimorfizmleri agisindan populasyonun Hardy-Weinberg
dengesinde olup olmadigi test edilmistir. Allel frekanslar1 dikkate aliarak SPSS 13,0
for Windows programi yardimiyla, her iki gen polimorfizmi i¢in 32 ve p degerleri
hesaplanmistir. LMP2 geni i¢in y2 degeri 13,87, p degeri ise 0,0008’dir. (Tablo 4.4)
Bu sonuca gore, p degeri anlamlidir ve populasyon Hardy-Weinberg dengesinden
sapma gostermektedir. LMP7 geni i¢in ise y2 degeri 0,46, p degeri ise 0,79
bulunmustur.(Tablo 4.4) Bu sonuca gore ise, p degeri anlamli degildir ve populasyon

Hardy-Weinberg dengesindedir.
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Tablo 4.1. LMP2 ve LMP7 gen polimorfizmleri i¢in genotip dagilimlari

DNA NO. LMP2 LMP7 | DNANO. | LMP2 LMP7
1 R/R Q/Q 26 R/H Q/Q
2 R/R Q/Q 27 H/H Q/Q
3 R/H Q/Q 28 R/R QK
4 R/H Q/Q 29 R/R Q/K
5 R/H Q/Q 30 R/R Q/K
6 R/H Q/Q 31 R/R Q/Q
7 R/H Q/Q 32 R/R Q/Q
8 H/H Q/Q 33 R/H Q/Q
9 R/H Q/Q 34 R/R Q/Q
10 R/R Q/Q 35 R/H Q/Q
11 R/H Q/Q 36 R/R Q/Q
12 H/H Q/Q 37 H/H Q/Q
13 H/H Q/Q 38 R/H Q/Q
14 R/H Q/Q 39 R/H Q/K
15 H/H Q/Q 40 R/R Q/Q
16 R/H Q/Q 41 R/R Q/Q
17 R/R Q/Q 42 H/H Q/Q
18 R/H Q/Q 43 R/R Q/K
19 R/R Q/Q 44 R/R QK
20 H/H Q/Q 45 H/H QK
21 R/R Q/Q 46 H/H Q/Q
22 H/H Q/Q 47 H/H Q/Q
23 H/H Q/Q 48 R/R Q/K
24 H/H QK 49 R/R Q/Q
25 R/H Q/Q 50 R/R Q/K
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Tablo 4.1. (devam)

DNANO. |LMP2 LMP7 DNANO. |LMP2 LMP7
51 R/R Q/K 76 R/R Q/Q
52 R/H Q/Q 77 R/H Q/Q
53 R/R Q/Q 78 R/R Q/Q
54 R/R Q/K 79 R/R Q/Q
55 R/H Q/Q 80 R/R Q/K
56 R/H Q/Q 81 R/R Q/Q
57 R/R Q/Q 82 H/H Q/Q
58 R/R Q/K 83 H/H Q/Q
59 H/H Q/Q 84 R/H Q/Q
60 R/H Q/K 85 R/R Q/Q
61 R/H Q/Q 86 R/R Q/Q
62 R/H Q/Q 87 H/H Q/Q
63 R/R Q/Q 88 R/R Q/Q
64 R/H Q/Q 89 H/H Q/Q
65 H/H Q/Q 90 H/H Q/Q
66 R/H Q/Q 91 H/H Q/Q
67 R/R Q/Q 92 H/H Q/Q
68 R/H Q/Q 93 H/H Q/Q
69 R/R Q/K 94 R/R Q/Q
70 R/H Q/Q 95 H/H Q/Q
71 R/R Q/Q 96 H/H Q/Q
72 R/H Q/Q 97 H/H Q/Q
73 R/R Q/Q 98 H/H Q/Q
74 R/R Q/Q 99 H/H Q/Q
75 H/H Q/Q 100 H/H Q/Q
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Tablo 4.2. LMP2 gen polimorfizmi i¢in genotip ve allel frekanslar1

LMP2 (n=100) Genotip Frekansi
R/R 40 (% 40)

R/H 29 (% 29)

H/H 31 (% 31)

Alleller Allel Frekanslan
R 0,545

H 0,455

Tablo 4.3. LMP7 gen polimorfizmi i¢in genotip ve allel frekanslar1

LMP7 (n=100) Genotip Frekansi
Q/Q 88 (% 88)

Q/K 12 (% 12)

K/K 0

Alleller Allel Frekanslan
Q 0,94

K 0,06

Gilineydogu Anadolu Bolgesi populasyonunda, LMP2 ve LMP7 genlerinin genotip
ve allel frekanslari, x2 ve p degerleri hesaplanmis ve LMP2 ve LMP7 genleri i¢in

diger populasyonlarda yapilmis olan ¢alismalarla bu calismanin sonucglar1 Tablo

4.5°de verilmistir.
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Tablo 4.4. LMP2 ve LMP7 genleri genotip ve allel frekanslar1 ve y2 ve P degerleri

LMP
n=100 % Y2 P
Polimorfizm
LMP2-60
Genotipler
R/R 40 % 40
R/H 29 % 29 13,87* 0,0008
H/H 31 % 31
Allel
Alleller
Frekanslan
R 0,545
H 0,455
LMP7-145
Genotipler
Q/Q 88 % 88
Q/K 12 % 12 0,46 0,79
K/K 0 0
Allel
Alleller
Frekanslan
Q 0,94
K 0,06

*p<0,05 anlaml1 olarak kabul edilmistir.
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Tablo 4.5.’te gorildiigii gibi en diisik LMP2-H allel frekans1 Guarani (Brezilya)
populasyonuna, en yiiksek allel frekansi ise Gilineydogu Anadolu (Tirkiye)
populasyonuna aittir. Dolayisiyla da en diisiik LMP2-R allel frekans1 ¢alistigimiz

populasyonda gozlenirken en yiiksek frekans Guarani populasyonuna aittir.

LMP7-Q allelinin en az gozlendigi populasyon Amerika (Beyaz k) ve en ¢ok

gozlendigi populasyon ise Meksika (Mazatec) populasyonudur.

Tablo 4.6’da daha once ¢alisilmis farkli populasyonlara ait LMP2 ve LMP7 gen
polimorfizmlerinin allel frekanslar1 ve bu veriler kullanilarak hesaplanan

populasyonlar arasi standart genetik uzakliklar verilmistir.
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Mahua-Meksika
Guneydogu Anadolu
Hayo—Meksika
Teenek—Meksika
MHazetec—HMeksika
Mestizo—Meksika
Ispanya

Guarani-Brezilya

Haingang—-Brezilya

Beyaz Irk— ABD

Sekil 4.1. Gilineydogu Anadolu populasyonu ve diger populasyonlar arasindaki
genetik uzakliklar1 gosteren “Neighbour-Joining” dendogrami (Saitou ve Nei, 1987).

LMP2 ve LMP7 gen polimorfizleri dikkate alinarak populasyonlarin averaj
heterozigotluk degerleri hesaplanmig ve Tablo 4.7.’de verilmistir. Buna gore,
heterozigosite degeri en yiiksek populasyon ~0,44 ile Beyaz wk-ABD
populasyonudur ve ikinci swrada ~0,43 ile Japonya populasyonu gelmektedir. En
disik heterozigosite degerleri ~0,10 ile Guarani ve 0,23 ile Mazatec
populasyonlarina aittir. Giineydogu Anadolu populasyonu ~0,30 heterozigotluk

degeri ile arada yer almaktadir.
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Tablo 4.7. LMP2 ve LMP7 gen polimorfizmleri agisindan populasyonlarin averaj

heterozigotluk degerleri

Populasyon Averaj heterozigosite Standart sapma
Mestizo-Meksika 0,292945 0,102414
Nahua-Meksika 0,305793 0,150285
Mazetec-Meksika 0,236263 0,124848
Teenek-Meksika 0,286364 0,120909
Mayo-Meksika 0,340775 0,117259
Guarani-Brezilya 0,107795 0,085918
Kaingang-Brezilya 0,407598 0,092990
Beyaz irk-ABD 0,440448 0,054611
Asya-Japonya 0,428068 0,049497
Beyaz irk-Ispanya 0,273998 0,066358
Gilineydogu Anadolu 0,305905 0,192538
LMP2 ve LMP7 gen bolgeleri

Gst 0,123264

Ht 0,353001

Hs 0,309489

Gst, Ht, Hs populasyonlar arasi farklilasma derecesini ifade eden degerlerdir. Gst = Ht-Hs / Ht olarak
hesaplanabilir. Ht; populasyondaki heterozigot bireylerin tiim bireylere oranini ve Hs; alt

populasyonlardaki averaj 6l¢lilmiis heterozigositeyi ifade eder.
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BOLUM 5
TARTISMA VE SONUC

Genetik polimorfizmler, populasyonlar arasi evrimsel iligkinin belirlenmesi i¢in son
derece 6nemli araglardir. Insan genomunun gen agisindan en yogun bdlgelerinden
birisi olan MHC boélgesindeki genlerde dnemli 6l¢lide polimorfizm saptanmistir
(Shiina vd., 2004). HLA molekiilleri hiicre yilizeyinde yer alan glikoprotein yapisinda
molekiillerdir ve tiplerine gore farkli hiicrelerde bulunabilirler (Beksag, 2004). En
onemli gorevleri ise hiicre i¢i veya hiicre dis1 kaynakli peptidleri baglayarak bunlarin
hiicreden uzaklastirilmast ve aynm1 zamanda da bagisiklik yanitin diizenlenmesidir.

(Beksag, 2004).

MHC sinif I bdlgesinde yer alan ve proteozom sisteminin bilesenlerini kodlayan
LMP genleri antijen sunumundaki onemli rollerinden dolay1 6zellikle otoimmiin
hastaliklara yatkmlik i¢in aday gen olma 6zelligindedirler. Literatiirde LMP genleri
ve cesitli hastaliklar arasindaki iligkinin varligini ortaya koyan c¢ok sayida caligma
olmasmna ragmen bazi caligmalarda bu iligki tespit edilememis veya gozlenen
iligkinin temel nedeninin hastalikla dogrudan dogruya iligkili HLA genleriyle olan
baglant1 esitsizliginin ikincil etkisi oldugu bildirilmistir (Kobayashi vd., 1998). Etnik
gruplara yonelik hastalik iliskilendirme ¢alismalar1 baglant1 esitsizliginin karistirict
etkisini ortadan kaldiracak ve esas hastalik iliskili allellerin belirlenmesine katk1
saglayacaktir. Bu nedenle populasyon genetigi ¢alismalart LMP genlerinin genetik
ve evrimsel belirleyici olarak olas1 gorevlerini anlamaya oOnemli katkida
bulunmaktadir. Ancak LMP genlerine yonelik populasyon genetigi caligmalari
oldukea kisithidir. Bir calismada, (Vargas-Alarcon vd., 2002), farkli linguistik kokene
sahip Meksika melez populasyonu (Mestizo) ve Meksika kizildereli yerli
populasyonlarinda (Nahua, Mazatec, Teenek ve Mayo) LMP2 ve LMP7 gen
polimorfizmleri incelenmis, baska bir c¢alisma ise Brezilya kizildereli
populasyonlarina (Guarani ve Kaingang) yonelik gerceklestirilmistir (Faucz vd.,

2000). Calismamiz sonucunda Giineydogu Anadolu populasyonu i¢in elde ettigimiz
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veriler literatiirdeki diger populasyonlara ait bilgilerle birlestirilerek populasyonun
diger populasyonlarla genetik uzakligini anlamaya yonelik kapsamli analizler
yapilmaya calisilmistir. Analizler sonucunda, LMP2-H allel frekansinin Brezilya
kizilderelilerinde (Guarani populasyonunda) en diisiik olmasina karsin Giineydogu
Anadolu populasyonunda en yiiksek oldugu gozlenmistir. Diger taraftan, en yiiksek
LMP7-Q allel frekansi Meksika Mazatec populasyonuna aitken, en diisiik allel
frekansinin Beyaz irk-ABD populasyonuna ait oldugu gbzlenmistir. Ancak, yapilan
calismada (Vargas-Alarcon vd., 2002), Mazatec populasyonundan sadece 26 bireyin

(toplam 52 allel) yer aldig1 g6z 6niinde bulundurulmalidir.

LMP2 ve LMP7 allel ve genotip dagilimlar1 birlikte dikkate alindiginda Nahua ve
Mayo populasyonlar1 disindaki Meksika populasyonlarmin birbirine daha ¢ok
benzerlik gosterdigi dikkat cekmistir. Ayrica bu iki populasyonun LMP2-H allel
frekansi acisindan en yiiksek frekansa sahip Giineydogu Anadolu populasyonuna en

yakin oldugu dikkate deger bir bulgudur.

LMP7-Q allel frekansi incelendiginde ise; Gilineydogu Anadolu populasyonuna en
yakin degerlere sahip populasyonlarin Meksika (Mazatec, Nahua, Teenek)
populasyonlar1 oldugu goriilmektedir. Meksika populasyonlarinda yapilan ¢calismada
K/K genotipinin bu populasyonlarda gézlenmemis oldugu bildirilmistir (sadece tek
bir Mazatec bireyinde bu genotip tamimlanmistir). Karsilagtrmaya alinan tiim
populasyonlarda en diisik LMP7 -K allel frekanslarmin Meksika yerli
populasyonlarinda tespit edilmis olmast bu ylizdendir. Yerli Amerikan
populasyonlarinda K alleli frekansinin diisiik bulunmasi, bu polimorfizmin 25.000 y1l
once kuzey kutbuna yerleserek Amerika’ya yayilan kuzey Asya populasyonlarinda
var olmadigi ve daha sonra genetik karisim yoluyla kazanildigi diisiincesini
yaratmistir (Cavalli-Sforza vd., 1994). Gilineydogu Anadolu populasyonunda da K/K

genotipinin hig tespit edilememis olmasi ise ilging bir bulgudur.

Populasyonlar arasi genetik uzakliklar hesaplandiginda ve ‘“Neighbour-Joining”
dendogramu ¢izildiginde dikkati ¢eken nokta ise; Meksika (Nahua, Mazatec, Teenek,
Nahua, Mayo) populasyonlarin kendi ig¢lerinde yakinlik gostermesidir. Ayrica,
dendogram incelendiginde Giineydogu Anadolu populasyonuna en yakin
populasyonun Nahua en uzak populasyonlarin ise Beyaz wk-ABD ve Kaingang-

Brezilya populasyonu oldugu agikca gozlenebilir. Meksika populasyonlar1 ve
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Gilineydogu Anadolu populasyonu cografik olarak birbirinden ¢ok uzak olmasma
ragmen aradaki benzerlik dikkat ¢ekicidir. Bu iki populasyon arasindaki benzerligi
aciklayacak tarihsel bir iliski net olarak bilinmemekle birlikte, polimorfizmlerin
genetik karisim yoluyla populasyonlarin gen havuzlarma giris zamanlarinin yakin

olabilecegi diisliniilmektedir.

Brezilya kizildereli populasyonlar1 (Guarani ve Kaingang) arasinda ise dnemli 6l¢iide
bir genetik uzaklik gbze carpmaktadir. Literatiirde yer alan diger polimorfizm
calismalar1 da dikkate alindiginda bu iki populasyonun Giiney Amerika yerli
populasyonlar1 arasinda birbirine en uzak iki populasyon oldugu tespit edilmistir
(Arnaiz-Villena vd., 2000). Founder etki ve rasgele genetik sapmanin sonucunda bu
populasyonlarin boyle bir ayrima ugradigi diisiiniilmektedir. Bu iki grup Brezilya’ya
farkli yerlerden goc ettikleri i¢in gen havuzlarinin farkli olmasi dogaldir (Faucz vd.,

2000).

Yine dendogram incelendigi zaman Ispanya-beyaz ik populasyonunun Meksika
populasyonlarina en yakin populasyon oldugu, 6te yandan Asya - Japonya
populasyonunun ise Kaingang (Brezilya) yerlileri ve ABD-beyaz irk populasyonuyla

birlikte bu gruptan ayrildigi géze carpmaktadir.

Gilineydogu Anadolu populasyonu i¢in heterozigotluk degeri 0,30 olarak hesaplanmis
ve diger populasyonlarin heterozigotluk degerleri ile karsilastirildiginda ortalama bir
deger oldugu gozlenmistir. Heterozigotluk degerinin yiliksek olmasi genetik
cesitliligin coklugunun bir gostergesidir. Anadolu’nun farkli donemlerde farkl
uygarliklara ev sahipligi yaptig1 dikkate alinirsa heterozigositenin yiliksek olmasi
beklenmelidir. Tiim bdlgeler dikkate alindiginda hesaplanan Ht ve Hs degerlersi,
populasyonlarin genel olarak Hardy-Weinberg dengesine uyum gosterdigine isaret

etmektedir. Zira, hesaplanan Ht degeri Hs degerinden daha biiytiktiir.

Antijen sunumundaki 6nemli rolleri bilinmekle birlikte LMP gen polimorfizmlerinin
hastaliga yatkinlikta ne tiir bir etkiye sahip oldugu heniiz ¢cok net belirlenememistir.
Alzheimer hastalarinin beyin dokular1 (serebellum ve hipokampus) kullanilarak
yapilan bir ¢caligmada, Alzheimer hastalarinda ve yaslh bireylerde proteozom miktari
ve aktivitesinin degiskenlik gosterdigi ve LMP2 kodon 60 polimorfizminin

proteozom aktivitesine etkisinin oldugu tespit edilmistir (Mishto vd., 2004).
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Genetik polimorfizmler, cografik bdlgelere veya etnik gruplara gore farklilik
gosterebilmektedir. Farkli populasyonlardaki allel ve haplotip dagilimlari, allel
driinleri arasindaki etkilesimde yapisal ve fonksiyonel kisitlamalar nedeniyle TAP-
LMP bolgesindeki genlerin birlikte evrimlesmedikleri goriisiinii destekleyecek
niteliktedir (Faucz vd., 2000). Yapilan bir ¢calismada SNP belirleyiciler, klasik HLA
bolgeleri, TAP genleri, kisa ardisik tekrarlar (mikrosatellit) genotiplendirilerek MHC
bolgesinin haplotip haritas1 ¢ikarilmistir (Walsh vd., 2003). Bu c¢aligmanin
sonucunda klasik HLA bolgeleri disinda kalan MHC bdlgesinin baglant1 esitsizligi
ve varyasyon agisindan genomun diger bolgelerinden farkli olmadigi ve bu bolgedeki
genler arasinda baglantt1 olmadigr bildirilmistir (Walsh vd., 2003). Ayrica
populasyonlardaki allel frekanslar1 incelendiginde, bu genlerde 6nemli derecede
seleksiyon etkisi olmadigr ve genotip dagilimlarinin genellikle Hardy-Weinberg

prensiplerine uygun sekilde oldugu goze carpmaktadir.

TAP1 ve TAP2 gen polimorfizmleri Anadolu populasyonunda daha 6nce yapilan bir
calismada incelenmis ve genotip dagilimlar1 belirlenmis, (Gergeker ve Ozgiic, 2002)
ancak LMP2 ve LMP7 genleri ile ilgili bir calisma heniiz yapilmamistir. Calismamiz
bu anlamda ilk olma 6zelligi tasimaktadir ancak yaptigimiz ¢caliymada 6rneklemenin
tim Anadolu populasyonunu kapsayacak sekilde gerceklesmemis olmasi ¢calismanin
bir eksikligidir. Yeterli sayida Ornekleme yapilamadigi i¢in ¢alisma Giineydogu
Anadolu populasyonu ile sinirlandirilmak zorunda kalimmaistir, ancak genel Anadolu
populasyonunu temsil edecek sekilde Ornek sayismin arttirilmasina yonelik
ornekleme caligmalar1 devam etmektedir. Ornek sayisinm  arttirilmasiyla
orneklemeye bagli hatalarin en aza indirilecegi ve boylelikle daha giivenilir sonuglar

elde edilecegi aciktur.

Ulkemizin cografik konumu goéz Oniine almarak, zamanla komsu iilkelerin
populasyonlarina yonelik ¢aligmalarin yapilmasi ve sonuglarin yayinlanmasiyla bu
populasyonlardaki allel frekanslar1 da dikkate alinabilecek ve bdylece genetik
uzaklik calismalar1 daha anlamli hale gelecektir. Ayrica bu ¢aligmalar, LMP2 ve
LMP7 genleri disindaki MHC genlerini de kapsayacak sekilde planlanirsa haplotip
analizleri yapilabilecek ve ¢ok daha verimli sonuglar elde edilebilecektir. Bu
calismalar, ayn1 zamanda populasyonlarda yapilan hastalik iliskilendirme ¢aligmalar1

acgisindan da oldukg¢a 6nem tasimaktadir.
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