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ÖZET 

Burak Yılmaz. Türk Toplumunda Multipl Skleroz Hastalığında Etkili Olabilecek 

Genlerin Bilinen Ve De Novo Mutasyon Taraması, Yüksek Lisans Tezi, Ankara, 

2014. 

 

Multipl Skleroz (MS) en yaygın merkezi sinir sistemi inflamatuar 

hastalığıdır. Multipl skleroz ‘un etiyolojisi bilinmemektedir. Büyük ihtimalle MS 

genetik yatkınlığı olan bireylerde çevresel faktörlerin tetiklemesi ile ortaya çıkar. 

MS’deki genlerin ve çevrenin etkisi tam olarak anlaşılamamıştır. MS’de etkili olan 

genler için pek çok GWAS (Genom Wide Association Study) yapılmıştır. Bu 

çalışmalara göre MS’den ilişkilendirilmiş varyasyonlar daha çok kromozom 6p21.3 

deki MHC (Major Histocompatibility Complex) bölgelerinde tespit edilmişti ve 

bunlar HLA(Human Leukocyte Antigen) genleridir. Ayrıca MS HLA olmayan 

bölgelerde MS’le ilişkili genler keşfedilmiştir. Bunlar IL2RA, IL7R, CLEC16A, 

CD58, CD226, KIF1B, vb. genlerdir. IL2RA (interleukin Receptor 2 alpha) geni 

MS’le ilişkilendirilen ve HLA bölgesinde olmayan genlerden istatistiksel olarak en 

yüksek yatkınlık değerine sahip olan gendir. OMIM (Online Mendelian Inheritance 

in Man) veri tabanında MS’le ilişkilendirilmiş varyasyonlar sadece IL2RA geninde 

bulunmaktadır. Bu açıdan IL2RA MS’de önemli bir yere sahiptir. Bu tezde IL2RA 

geninin 5 adet Türk MS hastalarında Yeni Nesil Dizileme(YND) yöntemleri 

kullanılarak tüm gen dizilemesi yapılması ve bilinen ve bilinmeyen varyasyonların 

tespit edilmesi amaçlanmıştır. Hedef kapsamında gerçekleştirilen çalışmadan 5 adet 

hastanın 80 kb (kilo baz)’lik IL2RA geni ikişer kere dizilenmiş ve bütün 

varyasyonlar listelenmiştir. Bulunan bütün varyasyonlar dbSNP (database SNP)’e 

göre annote edilmiş ve dbSNP ‘de olmayanlar aday varyasyon olarak belirlenmiştir. 

Sonuçlara göre mRNA bölgesinde frameshift mutasyona sebep olan yeni bir adayı 

varyasyon dahil olmak üzere pek çok SNP, indel ve de novo varyasyon tespit 

edilmiştir.  

 

Anahtar Kelimeler: Multipl skleroz, IL2RA, Yeni Nesil Dizileme, Varyasyon 
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ABSTRACT 

 

Burak Yılmaz. Known and de novo mutation screening of genes having role in 

Multiple Sclerosis in Turkish Population, Master Thesis, Ankara, 2014. 

 

Multiple sclerosis (MS) is one of the central nervous system disorder and the 

most common inflammatory disease. MS’s etiology is unknown. Most probably MS 

is triggered by environmental factors in genetically susceptible persons. Genes and 

environmental’ roles in MS are not understood clearly. Lots of GWAS (Genome 

Wide Association Study) studies are done for genes related with MS. According to 

these studies genetic variations in MS mostly found in HLA (Human Leukocyte 

Antigen) genes part of MHC (Major Histocompatibility Complex) region of 

chromosome 6p21.3. Moreover, MS related genes also found in non- HLA regions. 

These genes are IL2RA, IL7R, CLEC16A, CD58, CD226, KIF1B, etc. IL2RA 

(interleukin Receptor 2 alpha) has highest relation with MS is the class of non- HLA 

MS related genes.  There are only 2 variations in OMIM related with MS, and both 

of them are IL2RA variations. Therefore, IL2RA has a key role in MS. In this thesis 

we aimed to sequence of complete IL2RA gene in the 5 Turkish patients and to find 

known and unknown variations with the help of Next Generation Sequencing (NGS). 

To reach target we sequenced 5 patients 80 KB IL2RA gene two times and we listed 

all variations found. All variations found were annotated and all de novo variations 

determined according to dbSNP (database SNP). In results, we detect lots of de novo 

indel and SNPs including putative frameshift mutation in mRNA coding region. We 

will confirm all these variations by using Sanger sequencing. 

Keywords: Multiple Sclerosis, IL2RA, Next Generation Sequencing, and Variations 
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1. GİRİŞ  

Multipl skleroz genç yetişkinlerde nörolojik fonksiyon kaybının en büyük sebebi 

olan ve dünyada 2.1 milyondan fazla insanı etkileyen bir hastalıktır. MS sebebi 

anlaşılamayan kompleks bir hastalıktır. MS’de immün sistem miyelin kılıflarına 

saldırır ve nörodejenerasyon komponentleri oluşturur. MS’in oluşumunda kompleks 

ağ oluşturan faktörler çevresel ve genetik faktörlerdir[1].  

Hastalığa sebep olarak bulunan ilk genetik faktör 1970’lerde bulunan HLA 

(Human Leukocyte Antigen) lokusudur. Bu lokus kromozom 6’nın kısa kolunda 

MHC (Major Histocompatibility Complex) olarak adlandırılan bölgede bulunur. Bu 

bölgedeki genler immün sistemin anahtar parçalarından oldukça polimorfik hücre 

yüzeyi  glikoproteinlerini kodlarlar.  

Bu günlerde HLA tek başına MS’in genetik komponentlerini açıklamakta 

yetersizdir. HLA lokusunun hastalığın oluşturmasına   ek olarak diğer HLA olmayan 

lokuslarında hastalığın karmaşıklığına çevresel, yaş ve cinsiyet faktörleri ile beraber 

katkıda bulunduğu belirlenmiştir.  

HLA olmayan genlerden MS’le en fazla ilişkilendirilmiş gen IL2RA ( interlökün 

2 reseptör alfa) genidir. OMIM’de bu genle ilişkilendirilmiş intron bölgesinde 

bulunan 2 adet SNP rapor edilmiştir. Bu SNP’lerden başka MS’le ilişkilendirilmiş 

varyasyon OMIM’de bulunmamaktadır.  

Bu sebeple bu tezde ülkemizde ilk defa IL2RA geninin Türk MS hastalarındaki 

varyasyonları Yeni Nesil Dizileme yöntemi ile tespit edilmesi amaçlanmıştır. 

Amacımızı gerçekleştirmek için 5 adet MS hastasının etik kurul izinleri dahilinde 

kanları toplanmış, genomik DNA’ları izole edilmiş ve IL2RA geninin bütün intron 

ve ekzon bölgeleri çoğaltılmıştır. Çoğaltılan genler Ion Torrent yeni nesil dizileme 

makinesi ile ikişer defa dizilenmiş ve hastaların varyasyonları listelenmiştir.  
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. MULTİPLE SKLEROZ  

Multipl skleroz, doku hasarının çeşitliliğine bağlı olarak farklı klinik 

semptomların ortaya çıktığı bir hastalıktır. Genel olarak, tek bir lezyonla 

açıklanamayan nörolojik semptomlar bulunur. Klinik semptomların ortaya çıkışında 

temel olarak inflamasyon, demiyelinizasyon ve akson dejenerasyonu vardır [2, 3].  

2.1.1. Epidemiyoloji  

 Kadın erkek oranı 1.4-2.3 arasında değişmektedir. MS coğrafi enlem 

dairelerine göre değişik gösterir [4]. Kuzey ABD ve kuzey Avrupa'daki prevelansı 

daha fazladır. Her iki yarım kürede 65 derece enlemine kadar prevelans artmakta ve  

Şekil 1: MS’in Dünya’daki dağılımı[5] 
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sonra tekrar azalmaktadır (Şekil 1). 2. Dünya savaşı sırasında epidemi şeklinde (16 

milyon kişi) görülmüş ve bu epidemi sırasında MS in bir enfeksiyon hastalığı olduğu 

düşünülüp ve o zamanın yeni tüberküloz ilacı olan izoniyazid ile tedavi edilmeye 

çalışılmıştır. Savaşta hasta olanların çoğunluğunun Danimarka, Norveç, İsveç, 

Finlandiya ve İsviçre vatandaşı olmaları dikkat çekmiş ve sonraki çalışmalarda kuzey 

Avrupa ülkelerine yönenilmiştir. Bu çalışmalar sırasında hastalığın coğrafik 

özelliklerden etkilendiği ve bunun göç edilen yaşa bağlı olduğu gösterilmiştir.  

 

İlk 15 yaşından önce ve sonra göç eden gruplar karşılaştırıldığında; 15 yıldan 

fazla doğduğu ülkede yaşayanlarda doğduğu ülkenin etkisinin daha fazla olduğu, 15 

yıldan az yaşayanları göç ettikleri ülkenin etkisinin daha fazla olduğu gösterilmiştir 

[6]. 

 

Hem erkeklerde hem kadınlarda görülmektedir, oran K/E = 2:1 şeklindedir. 

Ortalama pik yaşı 25-34 yaş arasında değişmektedir. İnsidansı yıllar geçtikçe 

artmaktadır [7].  

2.1.2. Risk faktörleri 

İmmün sistem stimülasyonu: Hastalığın kendisi immün sistemle ilgili olduğu için 

aşı gibi immün sistemi tetikleyen durumların hastalığa sebep olabileceği üzerine 

hipotezler kurulmuş ancak anlamlı bir sonuç alınamamıştır [8, 9].  

Viral enfeksiyonlar: HBV, EBV, VZV ile ilişkili olabileceği ile ilgili çalışmalar 

yapılmış, arada bazı ilişkiler gösterilmişse de ileriki çalışmalara gerek duyulmaktadır 

[10-12]. 

Coğrafi faktörler: Coğrafi bölgelere göre değişen insidans ve prevelansı vardır. 

Kuzey ülkeler ve beyaz ırkta risk daha fazladır. Amerika'daki insidansı 100/100.000 

dür [13]. 
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Güneş ışığı ve D vitamini: D vitamini takviyesi alan kadınlarda risk anlamlı oranda 

düşmektedir [14]. 

Diğer çevresel faktörler: Doğum ayı ile ilişkili çeşitli çalışmalar vardır. Yapılan bir 

çalışmaya göre Nisan, Mayıs ayında doğanlar en yüksek riske; Ekim, Kasım ayında 

doğanlar en düşük riske sahiptirler [15]. 

Genetik faktörler: Ayrıntılı olarak diğer bölümde incelenecektir. 

2.1.3. Klinik semptomlar ve bulgular 

Optik nörit: Optik nörit en yaygın göz tutulumudur. Genellikle akut ya da sunakta 

başlangıçlı tek taraflı ve ağrıyalım başlayan tutulum vardır. (125) çeşitli derecelerde 

etkilenmiş santral görme kaybı mevcuttur [16]. Fizik muayenede Marcus Gunn 

Pupili vardır. Fundoskopide optik disket ödem olabilir. Bilateral optik nörit MS de 

sık görülen bir bulgu değildir. Eğer tutulum bilateralse ayırımı tanımak diğer 

hastalıklar düşünülmelidir.  

İnternükleer oftalmopleji: MLF( medial longitudinal fasikül) lezyonuna bağlı 

oluşan horizontal bakış defektidir. Göz laterale baktığında diğer gözün 6. Siniri 

uyarılamadığı için iki göz birbirinden bağımsız olarak hareket eder. 

Duyusal semptomlar: Neredeyse bütün MS Hastalarında görülen bir bulgudur.   

Spinal korddaki duyu yollarındaki lezyonlara bağlı olarak gelişir.  

Hastaların genel şikayetleri; yanma, batma, karıncalanma, uyuşma şeklindedir.  Alt 

torasik ve abdominal bölgelerde radiküler ağrı da görülebilir.  

Lhermitte fenomeni: Boyunun fleksiyonula tetiklenip, elektrik şoku gibi yayılan 

geçici duyusal semptomlardır [17].  

Motor semptomlar: Tutulan yere bağlı olarak parastezi, parapleji, spastisite 

görülebilir. 

Depresyon: Hastaların 2/3 ünde görülmektedir.  

Epilepsi: MS hastalarındaki sıklığı topluma göre daha fazladır.  



 

 

14 

 

Ana bulgular bunlar olmakla beraber, vertigo, nistagmus, halsizlik, GİS(Gastro 

İntestinal Sistem) semptomları, koordinasyon bozuklukları gibi çok çeşitli tablolar 

ortaya çıkabilir.  

2.1.4. MS’in sınıflandırılması 

A. Relaps ve remisyonlarla giden- kalıcı sekel yoktur ve remisyon döneminde 

hastalık ilerlemez. MS in %85-90 in bu şekilde başlar. Bu hastaların çoğu 

ilerleyen dönemlerde sekonder progresif e dönüşür (Şekil 2). 

B. Sekonder progresif- relapsing remiting olarak başlayan hastalığın ilerleyip  

Şekil 2: MS’in sınıflandırılması 
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plato çizerek ilerlemesidir. Belirgin bir atak olmadan tablo gittikçe ilerler.  

C. Primer progresif- hastalığın %10 U bu şekilde başlar. Özellikle ileri yaşlarda 

başlayan MS de daha sıktır. Akut atak olmadan gittikçe ilerleyen bir tablo 

vardır. 

D. Progresif relapsing - progresif olarak devam eden tablo içinde belirgin 

atakların olduğu ve ataklardan sonra iyileşme olarak ya da olmadan hızla 

ilerleyen tablodur [18].  

2.2. MS GENETİĞİ 

2.2.1. MS’in genetik temeller   

Genler kalıtımın birimleridir. Genler uzun spiral molekül olan DNA’nın 

parçalarıdır. Her bir gen bir kromozomda lokus adı verilen spesifik bir yer işgal eder 

ve her bir kromozom pek çok gen içerir [19]. İnsanlardaki farklı kromozomlar 

tahmini olarak 30,000-40,000 gen bulundurur. Bu gen setlerinin bütününe insan 

genomu denir. Pek çok gen ikiden fazla alele sahipti ve aleller genlerin farklı 

formlarıdır [20] . 

İnsanlarda majör histokompatibite kompleksi (MHC) olarak bilinen kromozom 

6’daki gen kümesi insan lenfosit antijenlerini (HLA genleri) üretir. Örneğin, başarılı 

organ transplantasyonları ve deri greftleri alıcı ve vericilerin histokompatilite 

antijenlerinin uyumuna bağlıdır. HLA’lar beyaz kan hücrelerinin yüzeylerinde 

bulunan proteinlerdir ve immün yanıtta rol oynarlar. HLA kompleksi pek çok gen 

kümesinden oluşur. Bunlardan bir tanesi sınıf I ‘dir, HLA-A, HLA-B ve HLA-C’yi 

içerir. Bu kümenin komşusu sınıf II ‘dir, HLA-DR, HLA-DQ ve HLA-DP’yi içerir. 

Her birimiz kromozom 6’nın iki adet kopyasını taşıdığımız için hepimizde iki HLA 

haplotipi bulunur [21].  
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Ayrıca, pek çok alel kombinasyonu mümkün olduğundan herhangi iki kişinin 

mükemmel HLA uyumu göstermesi nadirdir. İkizler bundan istisnadır ve aynı HLA 

haplotipine sahiptirler, kardeşlerde %25 eşleşme şansına sahiptirler. 

HLA alellerine özgü sekanslar immün sistemin antijenlere yanıt verme 

kabiliyetlerini belirler. HLA sistemleri antijenlerin kendisine ait olup olmadığını 

belirler. Böylece HLA sistemindeki fonksiyon bozuklukları otoimmün hastalıklara 

sebep olur. Araştırmacılar belirli HLA alelleri ile MS gibi spesifik otoimmün 

hastalıkları arasında ilişki keşfetmişlerdir. Bu hastalıklar büyük ihtimalle HLA ve 

HLA olmayan etkilerin çevresel aktivasyonlarının sonucu oluşur ör; enfeksiyon [22].  

DNA sekanslarındaki varyasyonlar kişiye özeldir ve sonraki nesle aktarılır. Bazı 

hastalıklar tek gen varyasyonlarıyla meydana gelir ve kalıtılır. MS ise pek çok gen 

tarafından tetiklenen bir hastalıktır. 

2.2.2. MS genomiks  

MS’li hastalardaki genetik çalışmalar son 25 yılda US, UK ve Kanada’daki 

çoklu etkilenen ailelerde mikrosatellit tabanlı üç farklı tüm genom 10cM 

taramalarına yoğunlaştı [23-25]. Taramaların konfirmasyonu 830 kardeş çiftinde 

4500 tek nükleotitli değişim (SNP) markörleri üzerinden tamamlandı.  Bu 

çalışmalarla beraber 60 genomik bölgenin potansiyel olarak hastalık şüphesine 

katkıda bulunduğu ve MS’in çok genli bir hastalık olduğunu gösterdi. 700’ün 

üzerinde MS ailesinin üzerinde yapılan 11 farklı çalışmanın meta-analiz verilerine 

göre bağlantı haritası (linkage map ) çıkartıldı (tablo 1) [23-40].  
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Tablo 1: MHC olmayan bölgelerdeki Linkage (Bağlantı) Analizi[41] 

Bu analizlerden istatistiksel öneme sahip eşik değerini aşan bağlantılar sadece 

kromozom 6p21.3 deki MHC bölgelerinde tespit edildi ve HLA sınıf II DR2 

Haplotipi ( HLA-DRB1*1501-DQA1*0102-DQB1*0602) konfirme edildi [23-40, 42-

46]. İlginç olarak HLA-DR2 kopya sayısının hastalık riski üzerindeki etikisi de 

keşfedildi [23, 24, 26-39, 42-48]. HLA-DRB1’in MS şüphesindeki birincil rolü 

patogenez modeli ile konsistent olmasıdır, bu model T-Hücre destekli myelin temel 

proteini (MBP) nindeki 85-89 ‘uncu peptitlerine karşı  otoimmün cevabına katkıda 

bulunur [49-51]. 

DRβ1501 ‘in kristal yapısı diğer DR2 ilişkili olmayan DRβ moleküllerin  

peptit bağlanma domainlerinin ligandlardaki aromatik rezidülerin büyük hidrofobik 

P4 ceplerini tercih etmesi sebebi ile farklıdır [52]. MBP için bu cep öncelikli olarak 

aromatik yan zincirli Phe92 ile doldurulur, bu yan zincir önemli primer  çapa 

(anchor) olarak  rol oynar ve HLA-DRα0101/DRβ1501’ya ve yüksek afinite ile 

bağlanmadan  sorumludur. 
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Şekil 3: MHC bölgesi[41] 

2.2.3. MS’de genetik heterojenisite  

MS’i tam olarak anlamak lokus heterojenisiteyi kavramaktan geçmektedir, 

lokus heterojenisite farklı genlerin farklı kişilerin aynı ya da benzer çeşit hastalıklara 

sebep olmasıdır. Bir çalışmada 184 çoklu vakalı US MS ailelerinde HLA-DRB1 

lokusu ile bağlantı (linkage)  ve spesifik DR2 haplotipi (DRB1*1501, DQB1*0602) 

ile güçlü ilişki konfirme edildi [23, 24, 26-35, 37-40, 42, 44-46].  

Dikkat çekici olarak bütün bağlantı (linkage ) bilgileri ve ilişki delilleri en az 

bir üyesi bulunan DRB1*1501 taşıyan ailelerden elde edildi. Klinik olarak ayırt 

edilemeyen DRB1*1501 negatif aile setlerinden HLA lokusunun hiçbir genetik etkisi 

fark edilemedi. Aslında DRB1*1501 negatif ailelerde HLA-DRB1 civarındaki 20cM 
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bağlantısı hariç tutulan sonuçlar gösteriyor ki MS’de HLA lokusunda heterojenisite  

bulunmaktadır [35].  

2.2.4. Genetiğin MS’deki Rolü     

Genetik faktörler bireylerin immün sistemlerini ve bu sistemlerin yabancı 

antijenlere yanıtlarını etkiler. Genler bireylerin hücrelerindeki MHC moleküllerinin 

çeşitliliğini belirler.  Ayrıca genler T hücrelerindeki T hücre reseptör dizilerini 

etkiler. Bazı MHC genleri MS’le doğrudan ilişkilidir [53]. Fakat genler kişinin MS 

şüphesindeki tek faktör değillerdir. Örneğin hastalık ilişkili MHC molekülleri taşıyan 

her birey MS’ yakalanmaz [24, 54]. Çalışmalar gösteriyor ki kromozom 12 bulunan 

interferon gama genindeki varyantlarda MS şüphesiyle ilişkili olabilir [55]. Bu 

varyantlar erkeklerde ve bayanlarda farklı olarak bulunur ve MS bayanlarda yüksek 

prevalansta bulunur [55]. 1996 yılında araştırmacılar genomdaki 20 lokasyonun 

MS’le ilişkili olduğu bulundu [56]. Sonuç olarak, araştırmacılar inanıyor ki spesifik 

gen kombinasyonu kalıtılırsa bireylerde MS şüphesi gelişebilir [53]. 

Epidemiyolojik bulgular destekliyor ki MS’de poligenik kalıtım yatkınlığı 

göstermekte. İnsan lökosit antijeni (HLA) DR2 taşıyıcılığı MS riskini artırmaktadır. 

HLA-DR2 MS’deki kesin genetik ilişkilerden bir tanesidir. Kuzey Avrupa’daki MS 

hastalarının %60 ‘ı DRB1-1501 (DR2 haplotipi)  pozitiftir sağlıklı bireylerde ise bu 

oran %30’dur. Sonuç olarak HLA-DR2 alel kümesi ile ilişkilidir ve MS geliştirme 

riskini %30 oranında artırmaktadır.  Bu haplotip için risk düşüktür MS gelişimi için 

ne yeterli nede gereklidir [57]. HLA-DR2’nin varlığını tespit için kan testi vardır. 

Fakat bu test verilerin güvenilir olmamasından dolayı klinikte rutin olarak 

önerilmemektedir. 

MS bayanlarda erkeklerden iki kat fazla görülür [19]. Son çalışmalarda 

interferon gama ekspresyonunun cinsiyete göre değiştiği gözlenmiştir. İnterferon 

gama ϒ MS’de kötüleştirici bir etkiye sahiptir. İnterferon Gama’nı ekspresyonunu 
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etkileyen varyantlar MS şüphesini etkiler ve değişik hastalıklara sebep olur. Genel 

olarak yüksek interferon gama ekspresyonu yüksek MS şüphesine göre artan Th-1 

hücre yanıtına sebep olur. Bu çalışma erkeklerde yüksek interferon gama seviyesine 

sebep olan varyantlar erkeklerde daha az görülür [55]. Sonuç olarak interferon gama 

genindeki polimorfizimler farklı MS hassasiyetlerine katkıda bulunur.  

MHC genleri dışında MS analizleri son zamanlara kadar çok da başarılı değildi. 

Eski yıllardaki çalışmalar ikna edici aşamalardan uzak veriler hayal kırıklığı 

oluşturdu ve veri uyumsuzlukları tartışmalara yol açtı [58]. Şimdilerde ilişkili 

genlerin belirlenmesinde iki önemli konu kafa karışıklığına yol açmakta makul 

ölçüde etkilerin bireysel loci’lere katkısı ve yüksek ölçekli genom verilerinden ortaya 

çıkan başarısız istatistiksel sonuçlar [59]. MS’de ilişkili genleri bulmak samanlıkta 

iğne aramaya benzetilebilir 

2.2.5. MS’deki Ailesel Riskler  

Genetik faktörlerin MS’de rollerinin olduğu düşüncesi 1980ler de ailesel 

agregasyonun tanımlanması ile başladı [60, 61]. İlk genetik ilişki HLA sınıf I 

antijenleri olarak 1972’de rapor edildi [62, 63]. Fakat, 30 yıl boyunca sistematik 

genetik epidemiyolojik ve moleküler genetik çalışmalar önemli yok kat etse de 

rağmen hala MS’in gerçek etiyolojisini, çevrenin ve genlerin ilişkileri tam olarak 

anlaşılamadı.  

2.2.5.1. Evlatlık Çalışmaları 

Elimizdeki en iyi bilgilere göre MS’deki evlatlık çalışmaları ve yarı sibling 

çalışmaları bu çeşit bir otoimmün hastalık da ki tek çalışmadır. Evlatlık 

çalışmalarındaki sonuçlar gösteriyor ki çocukluğundan veri MS’li evlat edinen 

akrabalar tarafından yetiştirilenler genel popülasyona göre daha fazla MS’ e 
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yakalanmıyorlar. Bu veriler gösteriyor ki MS’in ailesel agregasyonu çevre 

paylaşımından daha çok genetik paylaşımla ilişkilidir [42] 

2.2.5.2. Yarı sibling 

Yarı sibling deki rekürrens risk çalışmaları kompleks özelliklerdeki ebeveyn 

spesifik etkisinin genetik ve çevresel varlığını test etmek için güçlü bir metottur [64, 

65]. Rekürrens riskleri karşılaştırmadaki verilerin ayrımı için bu çalışmalardaki 

örnek sayısı oldukça yeterlidir [27]. Yarı sibling çalışmalardaki sonuçlar gösterdi ki 

genetik paylaşımdaki ve ailesel olmayan çevredeki evlatlık verileri hastalığı ailesel 

agregasyonu için önemlidir [27]. Ayrıca veriler gösterdi ki yarı sibling rekürrens 

riski (1.32%) aynı ailedeki tam sibling rekürrens risk (3.46%) ‘den önemli ölçüde 

düşüktür. 

2.2.5.3. İkizler 

Klasik ikiz çalışmaları çevre ve genetiğin katkısını ayırmak için ilk olarak Galton 

tarafından önerilmiştir [66]. Popülasyon tabanlı çalışmalarda görüldü ki monozigotik 

konkordans dizogotik konkordansa göre oldukça fazladır (Tablo 2).  
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Tablo 2: Seçilmiş ikiz çalışmaları [67] 

2.2.5.4. Konjugal MS 

Kanada’da ki çalışmalarda görüldü ki her iki ebeveynin de MS olduğu 

vakalardaki çocukların MS’ e yakalana riski (30.5%) tek bir ebeveynin MS olduğu 

çocukların riskine (2.49%)  göre oldukça fazladır. Kanada verileri gösterdi ki 13.000 

MS’li eşin hastalık ilerleme hızı genel popülasyon riskine göre çok farklı değildir. 

Bu verileri İkizler, yarı sibling ve evlatlık çalışmalarında ki bütün verilerle 

birleştirince görülüyor ki MS’in normal bir ailedeki geçişinin çocukluk ve yetişkinlik 

dönemindeki değişkenliğini destekleyen deliller yeterli değildir [27, 36, 42]. 

2.2.5.5. Akraba Evliliği 

Beyaz ırklarda akraba evliliği yaygın değildir. Akraba evliliğindeki çocukların 

rekürrens risklerinin popülasyon tabanlı çalışıldığı bir araştırma gösteriyor ki anne 
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babası akraba evliliği yapmış çocukları rekürrens riski akraba evliliği yapmamış 

ebeveynlerden 4 kat daha fazladır [68].  

2.2.5.6. MS’de cinsiyet etkisi 

Bayanlarda MS’ görülme sıklığı erkeklere göre 2 kat daha fazladır [69]. Bu oran 

buluğdan önceki oranda artar ve coğrafyaya göre farklılık göstermektedir.  Fakat 

erkeklerdeki hastalık ekspresyonu en az 25-35 yaşlarında ki bayanlardan daha 

fazladır [70]. Mikrokimerizm MS şüphesini artırır ve cinsiyet eğilimli MS’le direk 

ilişkisi vardır [71].  

2.3. MULTİPLE SKLEROZ‘DAN SORUMLU GENLER  

2.3.1. HLA bölgesi genleri  

 Son zamanlara kadar pek çok bağlantı (linkage) ve ilişki çalışmalarına göre sadece 

kromozom 6p21 ‘deki HLA sınıf II HLA-DR2 haplotipinini MS’le önemli bir ilişkisi 

bulunmuştu. Bu haplotipin üç aday risk geni, HLADRB*1501(HLA-DR2b’yi 

kodluyor), HLADRB5*0101( HLA-DR2a’yı kodluyor) ve HLADQB1*0602 ( HLA-

DQ6’yı kodluyor) oldukça yakın ilişkili ve beraber kalıtılıyorlar [72]. Sonuç olarak 

klasik genetik çalışmalar bunları ayırmakta başarılı olmadı. Son zamanlardaki daha 

güçlü genetik çalışmalar gösterdi ki HLADRB1*1501 MS’deki ana şüpheli aleldir 

(Şekil 4) . 

[73, 74]. İlişki kuzeydoğu Avrupalılar ‘da daha güçlüdür fakat Akdeniz 

popülasyonları hariç diğer popülasyonlarda da gözükür, Akdeniz’de DR4 yaygındır. 

HLADRB1*15 MS için tek risk aleli değildir [75]. 
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Şekil 4: MS’in bağıl risklerinin alellere göre değişimi[76] 

 

2.3.2. HLA dışı genler ve GWAS çalışmaları    

Son zamanlara kadar HLA risk geninden başka genlerin tespit edilememesinin 

pek çok nedeni var. Birincisi HLA dışındaki diğer alellerin risk katkıları oldukça 

düşüktür. Buna ilaveten dünya genelindeki popülasyon çalışmaları oldukça heterojen 

ve en büyük faktör güçlü istatistiklerin olmamasıdır.  

Bu istatistiksel sorunları aşmak için Uluslararası MS Genetik Konsorsiyumu  

(IMSGC) 931 ailedeki 500.000 SNP arrayi kullanarak GWAS (Genom Wide 

Association Study-genom genişliğinde ilişki çalışmaları) gerçekleştirildi ve 

12000’den fazla örnek içim analiz yaptı. 
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Sonuçlar MHC olmayan 16 SNP’i 13 gen bölgesinde az etkili olarak tespit etti 

(Tablo 3). Fakat sadece IL2RA geninde ki MHC olmayan SNP ‘lerde MS’le önemli 

ilişikler bulundu (p=2.96X10-8) [77] 

 

Tablo 3  : Bazı MS risk genleri diğer hastalık risk genleri ile çakışabiliyor [76]. 

 Üçüncü gen olarak IL7R ikna edici fonksiyonel destekler elde edildi [78, 79]. 

Daha sonra I11,019 hasta ve 12,616 kontrol de katılımlı analizle genom-wide önem 

sırası kuruldu [80].  

 Görüldü ki üç alelik varyantların risk sekansı çok görülen varyantlardandır 

(risk alel sıklığı >%10 ve <%90). Büyük ihtimalle MS epistazı ve epigenetiği MS 

deki direkt olmayan biyolojik yolaklarda oluşur. 

  

 

 GWAS çalışmalarındaki MHC olmayan bölgelerdeki ilişkili genler şunlardır: 

IL2RA, IL7R, CLEC16A [81, 82], CD58 [82], CD226 [81, 83], KIF1B [83, 84], 

CD6 [85], IRF8 [85], THFRSF1A [85], ve kromozom 12 ve 20 de CD40, CYP27B1, 

[86, 87], TYK2 ve STAT3 [88] dur. Dikkat çekici olarak bu moleküllerin çoğu 

immün fonksiyonlarla ilişkilidir (tablo 4).  
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Tablo 4: MS’den sorumlu genler[89] 

 

 

 

 

 

2.4. IL2RA GENİ 

2.4.1. IL2RA RESMİ İSMİ  

Bu genin resmi ismi “interlökin 2 reseptör , alfa” dır. 

IL2RA genin resmi sembolüdür. IL2RA ayrıca aşağıdaki diğer isimlerle de bilinir: 

CD25, IDDM10, IL2R, TCGFR 
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2.4.2. IL2RA FONKSİYONU 

İnterlökin 2 (IL2) reseptör alfa (IL2RA) ve beta (IL2RB) zincirleri yaygın gama 

zinciri (IL2RG) ile birlikte IL2 reseptörünün yüksek affinitesini sağlar. 

Homodimerik alfa zinciri (IL2RA)  düşük afinite reseptör oluştururken homodimerik 

beta zincirleri (IL2RB) orta düzeyli afinite oluşturur. İntegral membran proteini,  

çözünebilir IL2RA normalde ekstraselülar membran proteolizi sonucu izole edildi ve 

belirlendi. Alternatif olarak splays olan IL2RA mRNA’sı izole edildi fakat önemi 

hala bilinmiyor. Bu gendeki mutasyonlar interlökin 2 reseptör alfa eksikliği hastalığı 

ile ilişkilidir [90].[ RefSeq, Nov 2009] 

2.4.3. IL2RA’DAKİ DEĞİŞİKLİKLER 

Genetics Home Reference IL2RA genindeki değişiklikleri şu hastalıklarla 

ilişkilendiren bilgiler vermiştir: Graves disease,  juvenile idiopathic arthritis, multiple 

sclerosis, rheumatoid arthritis, type 1 diabetes. Ayrıca OMIM kataloğunda 

belirtildiği üzere Diabetes mellitus, insulin-dependent ve Interleukin 2 Receptor, 

alpha, deficiency fenotipleride IL2RA genindeki değişikliklerle ilişkilidir[91].  
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2.4.4. IL2RA GEN LOKASYONU 

 

Şekil 5: IL2RA Gen Lokasyonu 

Sitogenetik Lokasyon: 10p15-p14. Kromozom 10’daki Moleküler Lokasyon: baz 

çifti 6,052,656 'dan 6,104,330'a kadar. IL2RA geni kromozom 10’un kısa (p) 

kolundaki 15 ve 14. Pozisyonları arasındadır [91]. 

2.4.5. IL2RA GEN YAPISI 

IL2RA geni 8 ekzonludur ve 4 adet transkript oluşturur. 

 

Şekil 6: IL2RA gen yapısı[92] 
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Şekil 7: IL2RA Ekzon yapısı[93] 
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3. MATERYAL VE METOD 

3.1. PRİMER TASARIMI 

1. ENSEMBLE veri tabanından gen sayfasına girilir ve varyasyonlar gösterilir. 

 

Şekil 8: Ensemble veri tabanından gen referans dizilimine ulaşılması 
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2. IL2RA gen dizisi 5000 bazlık parçalara ayrılır. 80 KB’lık gen için 12 adet blok 

üretilmiştir. 

 

Şekil 9: IL2RA geninin bloklara bölünmesi 

 

3. FAST PCR yazılımı kullanılarak bu uzun amplikonları çoğaltacak primerler 

tasarlanır. Uzunluk; 24-28, Tm; 62-70, GC;44-66 aralıkları seçilir 
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Şekil 10: FAST PCR yazılımının kullanımı 

4.  Tasarlanan primerlerin varyasyon bölgelerine gelmesinden kaçınılır ve her bir 

primer NCBİ veri tabanı ile blast yapılır.  Primerlerin hairpin, self-dimer, 

heterodimer özellikleri incelenir ve uygun aralıkta olmasına dikkat edilir. 
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Şekil 11: FAST PCR yazılımının kullanımı 

 

3.2. HASTALARIN DNA İZOLASYONU 

Bu proje kapsamında toplanan kanların DNA izolasyonu Phenol-Cloroform yöntemi 

ile yapılmıştır. 

Kullanılması gerekli malzemeler;  

RBC Lysis Buffer, 10-10 TE , SDS , Proteinaz K , %100 Ethanol , 5 M NaCl , 

Phenol , CIA , 70% Ethanol , 1-1 TE 

Phenol-Cloroform yöntemi ile DNA izolasyonunda izlenmesi gereken yol; 
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1. 9ml RBC Lysis Buffer’ın (1X) (+4’de) içine 3ml periferik kan konur ve iyice 

karıştırılır. 

2. 10 dk oda sıcaklığında inkübe edilir. Her 2 dk arayla karıştırılır. 

a.Heat block 70 dereceye ayarlanır. 

3. 2000 g de 10 dk santrifüj edilir. 

4. Süpernatant, pelleti koruyacak şekilde yavaşça dökülerek uzaklaştırılır. Kalanı 

pipetle çekilir. 

5. Pelletin üzerine 350 ul 10-10 TE konur ve eppendorf tüpe aktarılır (TE ilave 

edildikten sonra pipetaj yapılarak pellet ependorf tüpe aktarılır). 

NOT: SDS ve Proteinaz K direkt sıvının üzerine pipetaj yapılarak bırakılır. 

6. 20 ul 10% SDS konur. Vorteks yapılır. 

7. 8 ul Proteinase K konur. Ependorf tüpün ağzı parafilm ile kapatılır. Vorteks 

yapılır. 

8. 15 dk 70oC de inkübe edilir. 

9. Vorteks yapılır. 

10. 37oC de overnight inkübe edilir (İnkübasyon süresince vorteks yapılır). 

11. Overnight inkübasyon sonrasında pellet tamamen çözünmüş ise 12.aşamadan 

devam edilir. 

12. 5000 rpm de 15 dakika santrifüj edilir. 
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NOT: %100 Ethanol (22 aşamada kullanılacak) buza konur. 

13. (Pellet oluşmuşsa) Supernatant temiz bir tüpe transfer edilir (Pellet oluşmamışsa 

aynı ependorfla devam edilir). 

14. Supernatantın üzerine 20 ul 5 M NaCl konur. Pipetaj yapılır. Vorteks yapılır. 

15. (Phenolü kullanmadan önce çalkalayınız) 400 ul Phenol eklenir (Çeker ocakta). 

Hızlıca alt-üst yapılarak iyice karıştırılmalıdır. (Phenolle işiniz bitince +4’e ışık 

görmeyecek şekilde koyunuz!!!) 

16. 15.000 rpm de 15 dk 4oC de santrifüj edilir. 

17. İki faz görülür, üstteki Supernatant (şeffaf faz) temiz bir eppendorfa aktarılır. 

18. 400 ul CIA eklenir (Çeker ocakta). Hızlıca alt-üst yapılarak iyice 

karıştırılmalıdır. İki şeffaf faz gözlenecektir. 

19. 15.000 rpm de 15 dk 4oC de santrifüj edilir. 

20. İki fazdan üstteki şeffaf kısım temiz bir eppendorfa aktarılır (İki faz arasında 

beyaz bir bölge oluşmuşsa, o bölge çekilmez). 

21. 18. , 19. ve 20. Basamaklar bir kez tekrarlanır. 

22. 1 ml %100 Ethanol eklenir (Ethanol buzun içinde soğutulur öyle konursa DNA 

iplikçikleri daha rahat gözlenir). 

23. 10 dk buzda inkübe edilir. 

24. Ependorf tüpler, tüp ve kapağın birleştiği nokta dışa gelecek şekilde santrifüje 

yerleştirilir.  15.000 rpm de 15 dk 4oC de santrifüj edilir. 
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25. Pelletin (DNA) nerede olduğu görüldükten sonra dikkatli bir şekilde supernatant 

atılır. 

26. Pelletin üzerine 500 ul 70% Ethanol eklenir. Yavaş bir pipetajla pellet çalkalanır. 

27. 15.000 rpm de 15 dk 4oC de santrifüj edilir. 

28. Tüm ethanol çekilerek pellet kurumaya bırakılır, 10-15 dk. 

29. Pelletin büyüklüğüne göre 100-200 ul 1-1 TE pipetaj yapılarak eklenir. 15-20’lık 

inkübasyondan sonra vorteks yapılır ve nanodrop’da ölçülür. 

Nano drop’da ölçüm yapıldıktan sonra DNA etiketlenir ve -20 C’de saklanır. 

Solüsyonların Hazırlanması; 

1. 10-10 TE (10mM Tris – 10mM EDTA) 

a. 10 mM Tris: 45 ml ddH2O içine 0.061 gr Tris (Trizma Base M/96) konur. pH 7.5 

a HCl (M/92) ile ayarlanır. Solüsyon 50 ml ye ddH2O ile tamamlanır. 

b. 10mM EDTA: 0,5 M EDTA stoğundan 1ml alınarak 49ml ddH2O içine eklenir. 

c.Bu iki solüsyondan eşit miktarlarda karıştırılarak 10-10 TE hazırlanmış olur. Oda 

sıcaklığında muhafaza edilir. 

2. 10 mg/ml Proteinase K 

a. Hazır olarak satın alınmaktadır. Konsantrasyonunun 10 mg/ml olmasına dikkat 

edilerek kullanılır. 

3. 10% SDS 
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a. 10 gr SDS 100 ml ddH2O içinde çözülerek hazırlanır. Oda sıcaklığında muhafaza 

edilir. 

4. 5 M NaCl 

a. 10 ml ddH2O içinde 2,9 gr NaCl çözünerek hazırlanır. Oda sıcaklığında muhafaza 

edilir. 

5. Phenol 

a. Hazır satın alınmaktadır. +4 de muhafaza edilir. Phenol ilk defa açılacaksa 

kullanılmadan 4-5 saat önce klavuzda belirtilen şekilde pH’ı DNA izolasyonuna 

uygun noktaya küçük şişedeki solüsyon eklenerek getirilir. Kullanıldıktan sonra 

hemen yerine kaldırılır. Işığa duyarlıdır. 

6. CIA (chloroform/iso-amyl alcohol) 

a. Hazır satın alınmaktadır (Hazır CIA yoksa chloroform/iso-amyl alcohol 24:1 

oranında karıştırılır). Örn; 23ml chloroform,1ml iso-amyl alcohol şeklinde…Oda 

sıcaklığında muhafaza edilir. Kullanıldıktan sonra hemen yerine kaldırılır. Işığa 

duyarlıdır. 

7. 70% Ethanol 

a. 15 ml dH2O içinde 35 ml Ethanol eklenerek hazırlanır.  

8. 1-1 TE     

a. 10-10 TE solüsyonunun 1/10 oranında sulandırılmasıyla hazırlanır. 

 İzolasyon sonucunda kanların DNA miktarlarının spektrofotometrede ölçümünün 

sonuçları; 
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3.3. KÜTÜPHANE HAZIRLAMA 

Örnek PCR ve amplikon purifikasyonu 

Gerekli materyal ve ekipmanlar 

•   Forward and reverse PCR primerleri 

•   0.2-mL PCR strip tüpler  

•   Platinum®  PCR SuperMix High Fidelity 

•   Nuclease-free su 

•   Agencourt®  AMPure® XP Reagent 

•   SPRIPlate 96R Magnet Plate or Magna-Sep™  96 Magnetic  Particle Separator 

•   70% etanol 

3.3.1. Long PCR 

Örnek PCR 

1. PCR primerlerini, Platinum® PCR SuperMix High Fidelity, ve yüksek kalitedeki 

genomik DNA ‘yı buzun üzerinde çözülür. 

2.   Her bir amplikon için eşit hacimde 10 μM forward ve 10 μM reverse primerleri  

karıştırılır. 

3.   Aşağıdaki kimyasalları sırasıyla 0.2-mL strip tüpe eklenir. 
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İçerik Hacim 

Platinum®  PCR SuperMix High 

Fidelity* 
45 μL 

20–50 ng genomik DNA 4 μL 

10 μM primer karışımı  1 μL 

Toplam 50 μL 

Tablo 5: Örnek Long PCR protokol içeriği 

4.   Tüpleri Termal Cycler ‘a yükle ve aşağıdaki programı çalıştırılır. 

Aşama Step Sıcaklık Zaman 

Holding Aktive 

 enzyme 

95°C 3 dk 

Cycling (40 

cycles) 

Denature 95°C 30 sn 

Anneal 58°C 30 sn 

Extend 68°C 1 dk/kb 

Holding — 4°C ∞ 

Tablo 6: Örnek Long PCR protokol şartları 

 

Çalıştığımız PCR 

Thermo Scientific / Long PCR Enzyme Mix 

Gerekli malzemeler ve kullanılan miktarlar: 

                                                                                 

 Örnek için kullanılan miktarlar 

10X Long PCR buffer with 15Mm 

MgCl2             

 5ul 

dNTP Mix, 2mM                                                   1ul 

Forward Primer                                                 0,5ul 

Reverse Primer                                                   0,5ul 

Long PCR Enzim Mix                                          0,5ul 

Water, nuclease- free                                                           42,1ul 
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Template DNA                                                   0,4ul 

Total                                                                      50ul 

  

Tablo 7: Çalışılan Long PCR protokol içeriği 

 

 

Thermal cycle kondisyon;    Temperature oC              Time              Number of cycles 

                                                         

Initial Denaturation                             94 3dk 1 

Denaturation                                         94 20sn 10 

Annealing/ Extension                           68 5dk 

Denaturation                                           94 20sn 25 

 Annealing/ Extension                           68 5,5dk 

Final Extension                                       68 10dk 1 

Tablo 8: Çalışılan Long PCR protokol şartları 

3.3.2. Amplikonlardan havuz oluşturma, parçalara ayırma ve 

saflaştırma  

Uzun amplikonlardan eşit molaritede havuz oluşturma  

Gerekli materyal ve ekipmanlar 

•    Bioanalyzer®  2100 instrument 

•    Agilent®  High Sensitivity DNA Kit 
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1.   Daha önceki deneyimlerinizi kullanarak ya da bir önceki örnekteki PCR 

protokolü ile 20-50 ng gDNA’dan >400 bp’den büyük hedefleri çoğalt ve her bir 

amplikonu saflaştırılır. 

2.   Olabilecek en yüksek konsantrasyonda saflaştırılmış amplikonlardan eşit 

molaritede havuzlar oluşturulur. 

a. Herbir amplikonunun 1 μL’sini Agilent® Bioanalyzer® ve Agilent® High 

Sensitivity DNA Kit kullanarak analiz edilir. 

b. Bioanalyzer® yazılımını kullanarak her bir amplikonun  molar konsantrasyonunu 

(nmol/L) belirlenir. 

c.    Herbir amplikonu eşit molaritede birleştirilir. 

3.   Birleştirilmiş havuzdaki toplam konstantrasyonu hesapla ve ng/μL formatına 

çevrilir. 

3.3.3. Ion Shear™  Plus reaktifi ile parçalama ve saflaştırma  

İstenilen kütüphane boyutuna göre parçalama kondisyonlarını seç. 

Kütüphane boyutu Ortalama parça boyutu 

300 baz-okuma 270–370 bp 

200 baz-okuma 200–300 bp 

100 baz-okuma 100–200 bp 

Tablo 9: Kütüphane ve ortalama parçalama boyutu 
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Ion Xpress™  Plus Fragment Library Kit materyalleri 

•  Ion Shear™  Plus 10X Reaction Buffer 

•  Ion Shear™  Plus Enzyme Mix II 

•  Ion Shear™  Plus Stop Buffer 

•  Low TE 

Diğer materyal ve ekipmanlar 

•  Nuclease-free su 

•  1.5-mL Eppendorf® LoBind tüpler 

•  0.2-ml PCR tüpleri 

•  37°C su banyosu  

•  P10–P20 ve P100–P200 pipetler 

•  Buz 

•  Agencourt®  AMPure® XP Kit 

•  Taze hazırlanmış 70% etanol 

•  Magnetik  rack 
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3.3.4. DNA parçalama 

1.   Havuz oluşturma protokolünde elde edilen verilerle 100ng ‘lık DNA’nın hacmi 

belirlenir. 

2. Ion Shear™ Plus 10X Reaction Buffer ve Ion Shear™ Plus Enzyme Mix ‘i vorteks 

ile karıştırılır 5 saniye spin attırılır. 

3.   Aşağıdaki reaktifler 1.5-mL LoBind tüpe eklenir vorteks yapılır spin attırılır.  

İçerik Hacim 

Uzun amplikon havuzu, 100 ng Y μL 

Ion Shear™  Plus 10X Reaction Buffer 5 μL 

Nuclease-free su 35 – Y μL 

Toplam 40 μL 

Tablo 10: DNA parçalama reaksiyon içeriği 

4. P10–P20 pipet kullanarak,  10 μL Ion Shear™ Plus Enzyme Mix II örneğe eklenir  

5. P100–P200 pipet seti 40-μL hacime ayarlanır pipetaj yapılarak 8-10 kere 

karıştırılır, baloncuk oluşmaması için vorteks yapılmaz.  

6.   Aşağıdaki uygun zamanlara göre tüpler 37°C su banyosu ya da ısıtıcı blokta 

inkübe edilir. 

Ortalama parça boyutu Reaksiyon zamanı Optimizasyon Aralığı 

270–370 bp (300 baz-

okuma kütüphanesi) 

10 dakika 5–15 dakika 

200–300 bp (200 baz-

okuma kütüphanesi) 

15 dakika 5–30 dakika 
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100–200 bp (100 baz-

okuma kütüphanesi) 

40 dakika 30–60 dakika 

Tablo 11: DNA parçalama reaksiyon zamanı 

 

7. İnkübasyondan sonra 5 μL o Ion Shear™ Stop Buffer hemen eklenir 5 sn vorteks 

yapılır ve buzun üzerine koyulur. 

3.3.5. Parçalanan kütüphanenin saflaştırılması 

1. Parçalanan DNA örneğine 99 μL  Agencourt® AMPure® XP reaktifi eklenir 

(1.8X örnek hacmi), 5 kere pipetaj yapılır, spin attırılır ve oda sıcaklığında 5 dk 

inkübe edilir.  

2.   Spin attırılır ve tüpler 3 dk magnetik raka yerleştirilir.  

3.   Tüpü magnetik raktan kaldırmadan 500 μL taze hazırlanmış 70% etanol eklenir. 

10 saniye inkübe edilir tüp iki kere döndürülür, solüsyon temiz hale gelince 

süpernantant kısmı çekilir ve atılır.  

4.   Step 2 tekrarlanır. 

5.  Kalan etanolden kurtulmak için tüp spin attırılır ve tekrar magnetik raka koyulur 

kalan supernatant pelleti rahatsız etmeden 20-μL pipetör ile çekilir. 

6.   Tüp magnet üzerinde oda sıcaklığında 5 dk’lığına ağzı açık bir şekilde kurumaya 

bırakılır.  
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7.   Tüp magnetik rakdan alınır ve 25 μL Low TE direk olarak peletin üzerine eklenir 

süspansiyon 5 kez pipetaj yapılır ve 10 saniye vortekslenir. 

8.   Tüp spin attırılır ve solüsyon temizlenene kadar en az 1 dakika boyunca magnetik 

raka koyulur. Süpernatant içeren elüt edilmiş DNA yeni bir 0.2-mL PCR tüpüne 

peleti rahatsız etmeden konulur. 

3.3.6. Adaptör bağlaması, çentik -tamiri, ve saflaştırma 

 Plus Fragment Library Kit için gerekli olan materyaller 

•   10X Ligase Buffer 

•    Adapters (for non-barcoded libraries) 

•   DNA Ligase 

•   Nick Repair Polymerase 

•   dNTP Mix 

•   Low TE 

Ion Xpress™  Barcode Adapters Kit için gerekli olan materyaller 

•   Ion Xpress™  P1 Adapter 

•   Ion Xpress™  Barcode X (1 barcode adapter per library)  

Diğer materyal ve ekipmanlar 

•    0.2-mL PCR tüpler 
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•   Thermal cycler 

•   Nuclease-free su 

•   Agencourt®  AMPure® XP Kit 

•   Taze hazırlanmış 70% etanol 

•   Magnetik  rak 

  

3.3.7. Adaptör bağlaması ve çentik tamiri 

1.  0.2-mL PCR tüpün içine aşağıdaki reaktifleri ekle ve pipetaj yap. 

Barkodlanmayan kütüphaneler için  

İçerik Hacim 

DNA ~25 μL 

10X Ligase Buffer 10 μL 

Adaptörler 2 μL 

dNTP Mix 2 μL 

Nuclease-free Su 51 μL 

DNA Ligase 2 μL 

Nick Repair Polymerase 8 μL 

Toplam 100 μL 

Tablo 12: Adaptör bağlaması ve çentik tamiri reaksiyonu içeriği 
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2.   Tüpü thermal cycler ‘a yerleştirilir ve aşağıdaki program çalıştırılır. 

Aşama Sıcaklık Zaman 

Hold 25°C 15 dk 

Hold 72°C 5 dk 

Hold 4°C ∞* 

Tablo 13: Adaptör bağlaması ve çentik tamiri reaksiyonu sıcaklık ve zaman 

3.   Bütün reaksiyon karışımı 1.5-mL LoBind tüpe aktarılır.  

3.3.8. Adaptör birleştirilmiş ve çentik düzeltilmiş DNA’nın 

saflaştırılması  

1. Agencourt® AMPure® XP Reagent  aşağıda gösterilen hacimde örneğe eklenerek 

5 kez pipetaj yapılır spin attırlır ve oda sıcaklığında 5 dakika ünkübe edilir  

Kütüphane Boyutu  Agencourt®  AMPure® XP Reagent 

hacmi  

200- yada 300- baz okuması  140 µL (1.4X örnek hacmi) 

100-baz okuması  180 µL (1.8X örnek hacmi ) 

Tablo 14: AMPure® XP Reaktifi hacmi  

 

2.   Spin attırılır ve tüpler 3 dk magnetik raka yerleştirilir.  

3.   Tüpü magnetik raktan kaldırmadan 500 μL taze hazırlanmış  70% etanol eklenir. 

10 saniye inkübe edilir tüp iki kere döndürülür, solüsyon temiz hale gelince 

süpernantant kısmı çekilir ve atılır.  
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4.   Step 2 tekrarlanır. 

5.  Kalan etanolden kurtulmak için tüp spin attırılır ve tekrar magnetik raka koyulur 

kalan supernatant pelleti rahatsız etmeden 20-μL pipetör ile çekilir. 

6.   Tüp magnet üzerinde oda sıcaklığında 5 dk’lığına ağzı açık bir şekilde kurumaya 

bırakılır.  

7.   Tüp magnetik rakdan alınır ve 25 μL Low TE direk olarak peletin üzerine eklenir 

süsfansiyon 5 kez pipetaj yapılır ve 10 saniye vorteklenir. 

8.   Tüp spin attırılır ve solüsyon temizlenene kadar en az 1 dakika boyunca magnetik 

raka koyulur. Süpernatant içeren elüt edilmiş DNA yeni bir 0.2-mL PCR tüpüne 

peleti rahatsız etmeden konulur. 

3.3.9. Çoğaltılmamış kütüphanenin boyut seçimi  

Kütüphane Boyutu Hedef Pik Boyutu 

300 baz-okuma ~390 bp 

200 baz-okuma ~330 bp 

100 baz-okuma ~200 bp 

Tablo 15:  Çoğaltılmamış kütüphanenin boyut seçimi 

Kitteki materyaller 

• Low TE 

Diğer materyal ve ekipmanlar 

• Pippin Prep™  instrument (Part  no. 4471271) 
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• 2% Agarose  Gel Cassettes for the Pippin Prep™instrument (Part  no. 4472170) 

• Nuclease-free Su 

• Agencourt®  AMPure®  XP Kit 

•  Taze hazırlanmış  70% etanol 

• Magnetik rak 

 

1. Pippin Prep™ cihazı için 2% Agaroz Jel kaseti hazırlama: 

a.    Kaset ambalajından çıkarılır cihaza yüklenir. 

b.    Yükleme ve elüsyon kuyucuklarındaki yapışkan stripler kaldırılır.  

c.    Yükleme kuyucukları Electrophoresis Buffer ile doldurulur. 

d.    Elüsyon kuyucukarındaki sıvı çekilir ve 40 µL Electrophoresis Buffer eklenir. 

e. Pippin Prep™ manüeli takip edilerek akımın seperasyon ve elusyon portlarında 

olduğundan emin olunur. 

2.   Plaka düzenlemesi ve protokol editör ekranıdaki seperasyon parametreleri 

tanımlanır: 

a.    Kaset tipi menüsünden 2% Marker B seçilir. 

b. Ref Lane (reference lane) ‘ a basılır ve 5. şerit ladder şeridi olarak atanır. 
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c. 1–4 şeritleri örnek şeridi olarak tanımlanır, ve tabloya göre hedef BP boyutu 

tanımlanır. 

Kütüphane Boyutu Hedef Pik Boyutu 

300 baz-okuma ~390 bp 

200 baz-okuma ~330 bp 

100 baz-okuma ~200 bp 

Tablo 16:  Çoğaltılmamış kütüphanenin Pipin Prep cihazında hedef pik seçimi 

d.     Şerit görüntülemesini in aktive etmek için herbir örnek şeridi için Sig Mon 

(signal monitoring) butonuna basılır. 

e.    Yürütme süresi 1.5 saat olarak ayarlanır. 

3.   Örnekler yüklenir: 

a.    10 µL Low TE saflaştırılmış ve birleştirilmiş DNA (20 µL) örneklerine eklenir. 

b.    10 µL Loading Solution eklenir.. 

c.    Ana ekrana gidilir ve yeni oluşturulmuş ayırma dosyası seçilir.  

d.    Referans şeritte bulunan yükleme kuyucuğunda ki 40 µL  Electrophoresis Buffer 

çekilir ve yerine  40 µL of 2% DNA Marker B yüklenir.  

e.    Örnek yükleme kuyucuklarındaki 40 µL  Electrophoresis Buffer çekilir ve yerine 

bütün 40-µL örnek koyulur.  

4.   Cihaz çalıştırılır: 

a.    Bütün ladder ve örnekler yüklendikten sonra cihazın kapağı kapatılır.  
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b.    Ana menüdeki start tuşuna basılır. 

c.   Ayrışma tamamlandıktan sonra elüsyon kuyularındaki DNA (40–60 µL) pipetle 

yeni bir 1.5-mL LoBind tüpe aktarılır.  

d.    Hacimi 60 µL getirene kadar Nuclease-free su eklenir  

5.   Boyutu seçilen DNA’nın saflaştırılması: 

a. DNA örneğine 108  μL Agencourt® AMPure® XP reaktifi eklenir (1.8X örnek 

hacmi), 5 kere pipetaj yapılır, spin attırılır ve oda sıcaklığında 5 dk inkübe edilir.  

b.   Spin attırılır ve tüpler 3 dk magnetik raka yerleştirilir.  

c.   Tüpü magnetik raktan kaldırmadan 500 μL taze hazırlanmış 70% etanol eklenir. 

10 saniye inkübe edilir tüp iki kere döndürülür, solüsyon temiz hale gelince 

süpernantant kısmı çekilir ve atılır.  

d.   Step 2 tekrarlanır. 

e.  Kalan etanolden kurtulmak için tüp spin attırılır ve tekrar magnetik raka koyulur 

kalan supernatant pelleti rahatsız etmeden 20-μL pipetör ile çekilir. 

f.   Tüp magnet üzerinde oda sıcaklığında 5 dk’lığına ağzı açık bir şekilde kurumaya 

bırakılır.  

g.  Tüp magnetik rakdan alınır ve 25 μL Low TE direk olarak peletin üzerine eklenir 

süsfansiyon 5 kez pipetaj yapılır ve 10 saniye vorteklenir. 

h.   Tüp spin attırılır ve solüsyon temizlenene kadar en az 1 dakika boyunca magnetik 

raka koyulur. Süpernatant içeren elüt edilmiş DNA yeni bir 0.2-mL PCR tüpüne 

peleti rahatsız etmeden konulur. 
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3.3.10. Kütüphane çoğaltılması 

1.   Aşağıdaki reaktifler uygun boyuttaki tüpte birleştirilir ve pipetaj yapılır. 

İçerik  Hacim 

Platinum®  PCR SuperMix High 

Fidelity  

100 μL 

Library Amplification Primer Mix  5 μL 

Çoğaltılmamış Kütüphane (Pipin 

Prep)  

25 μL 

Toplam 130 μL 

Tablo 17:  Kütüphanenin çoğaltılması için reaksiyon içeriği 

2. 130-μL ‘lik reaksiyon 0.2-mL PCR tüplerine her biri 65 μL olacak şekilde ikiye 

bölünür. 

3.   Tüpler thermal cycler ‘a yerleştirilir ve aşağıdaki program çalıştırılır.  

 

Aşama                 Adım             Sıcaklık          Zaman 

Holding    Denature  95°C    5 dk 

8 cycles  

                             

  Denature    95°C   15 saniye 

  Anneal    58°C   15 saniye 

  Extend     70°C   1 dk 

Holding     4°C   ∞ 

Tablo 18:  Kütüphanenin çoğaltılması için reaksiyon kondisyonları 

4.   İkiye bölünen PCR'ları yeni bir 1.5-mL LoBind tüpte birleştir. 
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3.3.11. Kütüphane Saflaştırması 

1. Çoğaltılan  DNA örneğine 195  μL  Agencourt® AMPure® XP reaktifi eklenir 

(1.5X örnek hacmi), 5 kere pipetaj yapılır, spin attırılır ve oda sıcaklığında 5 dk 

inkübe edilir.  

2.   Spin attırılır ve tüpler 3 dk magnetik raka yerleştirilir.  

3.   Tüpü magnetik raktan kaldırmadan 500 μL taze hazırlanmış 70% etanol eklenir. 

10 saniye inkübe edilir tüp iki kere döndürülür, solüsyon temiz hale gelince 

süpernantant kısmı çekilir ve atılır.  

4.   Step 2 tekrarlanır. 

5.  Kalan etanolden kurtulmak için tüp spin attırılır ve tekrar magnetik raka koyulur 

kalan supernatant pelleti rahatsız etmeden 20-μL pipetör ile çekilir. 

6.   Tüp magnet üzerinde oda sıcaklığında 5 dk’lığına ağzı açık bir şekilde kurumaya 

bırakılır.  

7.   Tüp magnetik rakdan alınır ve 25 μL Low TE direk olarak peletin üzerine eklenir 

süsfansiyon 5 kez pipetaj yapılır ve 10 saniye vorteklenir. 

8.   Tüp spin attırılır ve solüsyon temizlenene kadar en az 1 dakika boyunca magnetik 

raka koyulur. Süpernatant içeren elüt edilmiş DNA yeni bir 0.2-mL PCR tüpüne 

peleti rahatsız etmeden konulur. 

3.4. KALIP (TEMPLATE) DNA HAZIRLAMA  

1. Öncelikli olarak PCR karışımı hazırlanır.  
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Nuclease Free Su               280 μl 

Ion One Touch 2x Reagent Mix        500 μl 

Ion One Touch Enzyme Mix             100 μl 

Tablo 19:  Kalıp DNA hazırlamak için gerekli solüsyonlar 

2. 20 μl seyreltilmiş kütüphane bu karışıma toplam 900 μl olacak şekilde eklenir.  

3. 100 μl  Ion sphere parçacıkları 1dk yüksek hızda vorteks yapılarak eklenir. 

Toplam hacimi 1000 μl olan karışım maksimum hızda 5 sn vorteks yapılır. 

4. Ion One Touch Plus Reaction Filter’ı dik konumda tutulacak şekilde uygun bir 

spora yerleştirilir. 

5.1000 μl lik karışımımızı bu filtreye aktarılır.  

6. Üzerine yavaş ve dikkatli bir şekilde 1000 μl Reaction Oil ve 500 μl Reaction Oil 

koyulur. Baloncuk oluşmamasına dikkat edilir. 

7.  Aparat yavaş ve dikkatlice ters çevrilir. İki faz ayrımının birbirine karışmamasına 

dikkat edilir  

8. Aparat Ion One Touch cihazına takılır. 

9. Ion One Touch cihazının çalıştırılır. Cihazın ekranında cihazın nasıl 

çalıştırılmasına dair yönerge takip edilir. Yaklaşık 3 saatlik bir çalışmadan sonra 

PCR ürünü ortaya çıkar. 

10. PCR ürünündeki tüpün pelletinin karşı yönünde üsteki sıvı 50 μl kalana kadar 

çekilir.  
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11. İki tüp birleştirilir ve pelleti pipetaj yaparak çözülür. Üzerine 1ml Ion One Touch 

Wash solüsyonu koyulur. 

12. 15.500 x g ‘de 2.5 dk santrifüj yapılır. Pelletin karşı yönünden 100 μl kalana 

kadar çekilir. Pelleti yine vortekslendikten sonra üzerine 100 μl Ion One Touch Wash 

solüsyonu eklenir ve bu aşama 3 kez tekrarlanır. 

3.5. SEKANSLAMA 

Hazırlanan template DNA’sı 314 çipine yüklenerek cihazın yönergeleri takip 

edilir. Yaklaşık 3 saat sonra sonuçlar elde edilir. 
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4. BULGULAR VE ANALİZ 

4.1. PRİMER TASARIMI 

  Forward Primer Length-F Tm-F 

IL2RA-1F GGAGGCTGCCTGACCAGAATCTTGTC 26 67.04 

IL2RA-2F CTCAACGTGGCAGCTGTTCCCACC 24 68.13 

IL2RA-3F TAGGACAGTCTCCAACAGGCCCTG 24 65.50 

IL2RA-4F TCTGTTCAAGCTGGGACATCCGTCG 25 66.70 

IL2RA-5F GTGCTGATCCAGCAAAGAGTGGGTGG 26 67.67 

IL2RA-6F ACAACACCGCTCAAGAGGTCATTGTAGC 28 67.11 

IL2RA-7F ATCACCGCAGAGCCCGTGGTTCAG 24 69.02 

IL2RA-8F AGGGTTGGCTTCAAGTCTACCTTCTTGC 28 66.71 

IL2RA-9F TGTTTGACCACTGCTTCTGGTGCCT 25 66.85 

IL2RA-10F TGTGTGTCAACCTTCAGGTGTGGCT 25 66.56 

IL2RA-11F GGAGCCTCACATTCATTGAGCACCCA 26 67.04 

IL2RA-12F CACAGTGCTGGCTAGAAACCAAGTGC 26 66.39 

 

  Reverse Primer 

Len

gth-

R 

Tm-R 

Block 

Lengt

h 

IL2RA-1R TGAGAAAGGTGCCTTCAATAACGTGCCA 28 66.89 3958 

IL2RA-2R AATCAGGGCCTGTTGGAGACTGTCC 25 66.30 4206 

IL2RA-3R TCTGCTTCCACTATGTGCCTGAGCT 25 65.82 4711 

IL2RA-4R GGGGTAGTAACTTTTGGGTCATCCGGT 27 66.12 4812 

IL2RA-5R CCAGGCAACAGAATGAAGGCTGCT 24 65.72 4926 

IL2RA-6R TCTAGGTGGGCTTCCCAAAGCCAC 24 66.53 4822 

IL2RA-7R GCAAGAAGGTAGACTTGAAGCCAACCCT 28 66.71 4545 

IL2RA-8R CTCACTAAAGGCACCAGAAGCAGTGGT 27 66.69 4499 

IL2RA-9R GACCCTGTCACTCCTGCAAGGGGTG 25 68.71 4765 

IL2RA-10R TTCATGTTGCAGTGCTGGCCTCTG 24 65.92 4938 

IL2RA-11R TGGTCCTCACTCTAAACCAGTGCACAC 27 66.41 4592 

IL2RA-12R CCTACCAGCCATCTGTGAGCATTCCT 26 66.19 3127 

Tablo 20: Tasarlanan primerler 
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4.2. DNA İZOLASYONU 

 

Tablo 21: Hasta DNA’sı izolasyon sonuçları 
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4.3. KÜTÜPHANE HAZIRLAMA 

 

Resim 1: 2. ve 3. hastaların DNA’sından çoğaltılan 1.,3., ve 7., blokların PCR 

görüntüleri 

 

Resim 2: 5. , 6., 7., ve 8. hastaların DNA’sından çoğaltılan 4.,5., ve 6., blokların 

PCR görüntüleri 
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Resim 3: 5. , 6., 7., ve 8. hastaların DNA’sından çoğaltılan 8.,9., ve 10. blokların 

PCR görüntüleri 

 

 

Resim 4: 5. , 6., 7., ve 8. hastaların DNA’sından çoğaltılan 11. ve 12. blokların 

PCR görüntüleri 
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Resim 5: 5. , 6., 7., ve 8. hastaların DNA’sından çoğaltılan 8.,9., ve 10., blokların 

PCR görüntüleri 

 

 

Resim 6: 3. ve 4. hastaların DNA’sından çoğaltılan 6. ve 7. blokların PCR 

görüntüleri 
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Resim 7: 1. , 2., 3., 4., 9., 10., 11., 12., 13., 14., ve 15. hastaların  DNA’sından 

çoğaltılan 8.,9., ve 10. blokların PCR görüntüleri 

 

Resim 8: 11., 12., 13., 14., 15. ve 16. hastaların  DNA’sından çoğaltılan 10. ve 11. 

blokların PCR görüntüleri 
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Resim 9: 1. , 2., 3., 4., 5., 6., 7., 8., 9., 10., 11., 12., 13., 14., ve 15. hastaların  

DNA’sından çoğaltılan 11. ve 12. blokların PCR görüntüleri 

4.4. DNA PARÇALAMA GÖRÜNTÜLERİ 

 

Resim 10: Bioruptor cihazı ve enzimatik parçalama sonrası 1-8 hasta görüntüsü 
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4.5. SEKANS RAPORLARI 

 

Şekil 12: 3 ve 4 nolu hastanın 1. Sekans raporu 
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Şekil 13: 3 ve 4 nolu hastanın 1. Sekans  kalite raporu 
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Şekil 14: 3 ve 4 nolu hastanın 2. Sekans raporu 
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Şekil 15: 3 ve 4 nolu hastanın 2. Sekans  kalite raporu 
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Şekil 16: 5,7 ve 8 nolu hastanın 1. Sekans raporu 
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Şekil 17: 5,7 ve 8 nolu hastanın 1. Sekans kalite raporu 
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Şekil 18: 5,7 ve 8 nolu hastanın 2. Sekans raporu 
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Şekil 19: 5,7 ve 8 nolu hastanın 2. Sekans kalite raporu 
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4.6. ANALİZ 

. DNASTAR yazılımında SeqMan aracı açılır ve yeni assembly projesi oluştur 

tıklanır.   

 

 

2. Proje çeşidinden Targeted requencing seçilir.  
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3. Assembly çeşidi olarak “Templated assembly” seçilir. 

 

4. Proje dosyası belirlenir 
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Referans genom oluşturulması 

1. Referans genom için Human-GRCh37-db138 genom template indirilir ve bu 

Templated Kromozom 10 bölgesi için bir template oluşturulur. 
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5. Sekans dosyaları yüklenir ve örnekler isimlendirilir. 
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6. Program çalıştırılır. 
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7. SeqMan programı açılır ve hizalamalar görüntülenir. 
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8. SNP butonundan SNP re port tıklanır. Depth değeri min. 30, P not Ref  değeri 

%95, Q cal değeri 10 olarak filtrelenir. 
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9. SNP annotasyonu için ArrayStar programı açılır ve bir önceki çalışma sonuçları 

buraya yüklenir. 
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10. İstenilen işlem için “SNP-Gene quantification” seçilir bölge için “Gene regions” 

seçilir ve dbSNP’de olan lakasyonlar işaretlenesin butonu da işaretlenir. Filtreleme 

yapılır , minimum depth: 10, minimum SNP %: 15, minimum p not for ref: 95. 
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11. Daha sonra hastalardaki varyasyonlar listelenir. 
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5. SONUÇLAR  

a. 3 Notlu hastanın her iki örneğinin varyasyon sonuçları.  

Ref Seq : referans , Called Seq: Sekans sonucu 

Ref ID Ref Pos Gene Name Ref Seq 3NoluHasta1 

- Called Seq 

3NoluHasta2 

- Called Seq 

NC_000010 6052663 IL2RA - A|- A|- 

NC_000010 6052962 IL2RA G G|- G|- 

NC_000010 6053253 IL2RA - T|- T|- 

NC_000010 6053259 IL2RA T  T|- 

NC_000010 6053369 IL2RA - A|- A|- 

NC_000010 6053374 IL2RA A G G 

NC_000010 6054205 IL2RA -  T|- 

NC_000010 6054234 IL2RA -  G|- 

NC_000010 6054389 IL2RA G G|- G|- 

NC_000010 6055813 IL2RA - T|-, T T|-, T 

NC_000010 6056227 IL2RA -  A|- 

NC_000010 6056294 IL2RA T T|C T|C 

NC_000010 6056973 IL2RA G  G|- 

NC_000010 6057231 IL2RA T T|G T|G 

NC_000010 6058416 IL2RA T T|C T|C 

NC_000010 6058495 IL2RA - C C 

NC_000010 6058735 IL2RA G C C 

NC_000010 6060433 IL2RA C T|C T|C 

NC_000010 6060630 IL2RA C T|C T|C 

NC_000010 6063319 IL2RA C T|C T|C 

NC_000010 6063383 IL2RA T C C 

NC_000010 6063554 IL2RA C  C|- 

NC_000010 6063674 IL2RA T C C 

NC_000010 6064311 IL2RA C  C|- 

NC_000010 6064617 IL2RA - A|- A|- 

NC_000010 6064880 IL2RA T  T|- 

NC_000010 6065171 IL2RA G  G|- 

NC_000010 6065611 IL2RA A G|A G|A 

NC_000010 6065636 IL2RA G A A 

NC_000010 6065790 IL2RA -  T|- 

NC_000010 6066195 IL2RA T T|A T|A 

NC_000010 6066462 IL2RA G G|A G|A 
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NC_000010 6066532 IL2RA -  T|- 

NC_000010 6067594 IL2RA C C|-  

NC_000010 6067688 IL2RA A G|A G|A 

NC_000010 6068110 IL2RA -  T|- 

NC_000010 6068177 IL2RA -  A|- 

NC_000010 6068547 IL2RA G C C 

NC_000010 6077796 IL2RA T C C 

NC_000010 6077931 IL2RA T C C 

NC_000010 6077965 IL2RA C C|- - 

NC_000010 6078032 IL2RA G G|A G|A 

NC_000010 6078079 IL2RA C A A 

NC_000010 6078796 IL2RA G G|A G|A 

NC_000010 6079034 IL2RA - T|- T|- 

NC_000010 6079037 IL2RA G G|- G|- 

NC_000010 6079152 IL2RA G G|A G|A 

NC_000010 6079344 IL2RA T T|C T|C 

NC_000010 6079479 IL2RA A G|A G|A 

NC_000010 6079846 IL2RA G A A 

NC_000010 6079922 IL2RA C  C|- 

NC_000010 6080637 IL2RA A C|A C|A 

NC_000010 6080648 IL2RA A A|- A|- 

NC_000010 6080748 IL2RA A G G 

NC_000010 6080794 IL2RA C G|C G|C 

NC_000010 6081040 IL2RA T T|C T|C 

NC_000010 6081924 IL2RA A C|A C|A 

NC_000010 6087026 IL2RA A C C 

NC_000010 6087794 IL2RA G G|A G|A 

NC_000010 6089571 IL2RA G G|A G|A 

Tablo 22: 3Nolu hasta varyasyon sonuçları 
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b. 4 Nolu hastanın her iki örneğinin varyasyon sonuçları. 

Ref Seq : referans , Called Seq: Sekans sonuçları 

Ref ID Ref Pos Gene Name Ref Seq 4NoluHasta1 - 

Called Seq 

4NoluHasta2 - 

Called Seq 

NC_000010 6052727 IL2RA A C|A C|A 

NC_000010 6053374 IL2RA A G|A G|A 

NC_000010 6053519 IL2RA -  T 

NC_000010 6053568 IL2RA C T|C T|C 

NC_000010 6053827 IL2RA C T|C T|C 

NC_000010 6054389 IL2RA G G|- G|- 

NC_000010 6055813 IL2RA - T|-, T|- T|-, T|- 

NC_000010 6055972 IL2RA - T|-  

NC_000010 6056007 IL2RA G  G|- 

NC_000010 6056081 IL2RA C  C|- 

NC_000010 6056227 IL2RA -  A|- 

NC_000010 6056294 IL2RA T T|C T|C 

NC_000010 6056318 IL2RA G  G|- 

NC_000010 6056548 IL2RA - A|- A|- 

NC_000010 6056749 IL2RA A G|A G|A 

NC_000010 6057231 IL2RA T T|-  

NC_000010 6057473 IL2RA G G|- G|- 

NC_000010 6057732 IL2RA G T|G T|G 

NC_000010 6057812 IL2RA -  A|- 

NC_000010 6057969 IL2RA G  G|- 

NC_000010 6058112 IL2RA G G|- G|- 

NC_000010 6058247 IL2RA C  C|- 

NC_000010 6058495 IL2RA - C|- C|-, C|- 

NC_000010 6058735 IL2RA G G|C G|C 

NC_000010 6059074 IL2RA C  C|- 

NC_000010 6059075 IL2RA C  C|- 

NC_000010 6059584 IL2RA G G|- G|- 

NC_000010 6059690 IL2RA C  C|- 

NC_000010 6059704 IL2RA G A A 

NC_000010 6059898 IL2RA C C|A C|A 

NC_000010 6060433 IL2RA C T|C T|C 

NC_000010 6060630 IL2RA C T|C T|C 

NC_000010 6061751 IL2RA C  C|- 



 

 

84 

NC_000010 6061781 IL2RA T C C|- 

NC_000010 6061787 IL2RA C  C|- 

NC_000010 6061808 IL2RA G  G|- 

NC_000010 6062051 IL2RA T A A 

NC_000010 6062382 IL2RA G  G|- 

NC_000010 6062748 IL2RA G G|A G|A 

NC_000010 6062915 IL2RA T T|- T|- 

NC_000010 6062916 IL2RA G G|- G|- 

NC_000010 6062931 IL2RA G  G|- 

NC_000010 6062995 IL2RA - G|-  

NC_000010 6063016 IL2RA T C C 

NC_000010 6063227 IL2RA - G|-  

NC_000010 6063253 IL2RA A G|A G|A 

NC_000010 6063291 IL2RA T  T|- 

NC_000010 6063319 IL2RA C T|C T|C 

NC_000010 6063383 IL2RA T C C 

NC_000010 6063554 IL2RA C  C|- 

NC_000010 6063674 IL2RA T C C 

NC_000010 6063750 IL2RA T  T|- 

NC_000010 6064149 IL2RA C T|C T|C 

NC_000010 6064215 IL2RA G  G|- 

NC_000010 6064617 IL2RA - A|- A|- 

NC_000010 6064618 IL2RA -  A|- 

NC_000010 6065611 IL2RA A G|A G|A 

NC_000010 6065636 IL2RA G A A 

NC_000010 6065790 IL2RA -  T|- 

NC_000010 6066200 IL2RA C G|C G|C 

NC_000010 6066462 IL2RA G G|A G|A 

NC_000010 6066532 IL2RA -  T|- 

NC_000010 6066568 IL2RA G G|A G|A 

NC_000010 6067303 IL2RA C C|A C|A 

NC_000010 6067594 IL2RA C C|-  

NC_000010 6068110 IL2RA -  T|- 

NC_000010 6068177 IL2RA -  A|- 

NC_000010 6068547 IL2RA G C C 

NC_000010 6077796 IL2RA T C C 

NC_000010 6077845 IL2RA T T|G T|G 

NC_000010 6077931 IL2RA T C C 

NC_000010 6077965 IL2RA C C|- C|- 

NC_000010 6078390 IL2RA G G|A G|A 

NC_000010 6078751 IL2RA T  T|- 

NC_000010 6079017 IL2RA C T|C T|C 
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Tablo 23: 4 Nolu hasta varyasyon sonuçları 

c.  5 Nolu hastanın her iki örneğinin varyasyon sonuçları. 

Ref Seq : referans , Called Seq: Sekans sonuçları 

Ref ID Ref Pos Gene Name Ref Seq 5NoluHasta1 

- Called Seq 

5NoluHasta2 

- Called Seq 

NC_000010 6055124 IL2RA C G|C G|C 

NC_000010 6056007 IL2RA G  G|- 

NC_000010 6057231 IL2RA T T|G T|G 

NC_000010 6057732 IL2RA G T|G T|G 

NC_000010 6058112 IL2RA G  G|- 

NC_000010 6058495 IL2RA - C|-, C C 

NC_000010 6058735 IL2RA G C C 

NC_000010 6059584 IL2RA G G|- G|- 

NC_000010 6059704 IL2RA G  G|A 

NC_000010 6059898 IL2RA C C|A C|A 

NC_000010 6061781 IL2RA T C C|- 

NC_000010 6062382 IL2RA G  G|- 

NC_000010 6062751 IL2RA C  C|- 

NC_000010 6062915 IL2RA T T|- T|- 

NC_000010 6062916 IL2RA G G|- G|- 

NC_000010 6062922 IL2RA -  G|-, C|- 

NC_000010 6063016 IL2RA T C C 

NC_000010 6063253 IL2RA A G|A G|A 

NC_000010 6063383 IL2RA T C C 

NC_000010 6063674 IL2RA T C C 

NC_000010 6077796 IL2RA T C C 

NC_000010 6079034 IL2RA - T T 

NC_000010 6079344 IL2RA T T|C T|C 

NC_000010 6079479 IL2RA A G|A G|A 

NC_000010 6080354 IL2RA T T|C T|C 

NC_000010 6080748 IL2RA A G G 

NC_000010 6081040 IL2RA T T|C T|C 

NC_000010 6081230 IL2RA C C|A C|A 

NC_000010 6081924 IL2RA A C C 

NC_000010 6091017 IL2RA T T|A T|A 

NC_000010 6091146 IL2RA G  G|- 

NC_000010 6091148 IL2RA C T T 
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NC_000010 6077845 IL2RA T T|G T|G 

NC_000010 6077931 IL2RA T C C 

NC_000010 6078079 IL2RA C C|A C|A 

NC_000010 6078728 IL2RA C C|- C|- 

NC_000010 6079034 IL2RA - T T 

NC_000010 6079344 IL2RA T T|C T|C 

NC_000010 6079479 IL2RA A G|A G|A 

NC_000010 6079846 IL2RA G G|A G|A 

NC_000010 6080648 IL2RA A A|-  

NC_000010 6080674 IL2RA - A|-  

NC_000010 6080712 IL2RA T T|C T|C 

NC_000010 6080748 IL2RA A G G 

NC_000010 6080794 IL2RA C G|C G|C 

NC_000010 6081381 IL2RA - T|-  

NC_000010 6081924 IL2RA A C C 

Tablo 24: 5 Nolu hasta varyasyon sonuçları 

 

d.  7 Nolu hastanın her iki örneğinin varyasyon sonuçları 

Ref ID Ref Pos Gene Name Ref Seq 7NoluHasta1 - 

Called Seq 

7NoluHasta2 - 

Called Seq 

NC_000010 6053133 IL2RA G A A 

NC_000010 6053163 IL2RA T A A 

NC_000010 6053568 IL2RA C T T 

NC_000010 6054389 IL2RA G G|- G|- 

NC_000010 6055222 IL2RA T A A 

NC_000010 6055604 IL2RA C T T 

NC_000010 6057231 IL2RA T G G 

NC_000010 6058112 IL2RA G  G|- 

NC_000010 6058495 IL2RA - C C 

NC_000010 6058711 IL2RA -  T|- 

NC_000010 6058735 IL2RA G C C 

NC_000010 6064880 IL2RA T  T|- 

NC_000010 6064952 IL2RA -  A|- 

NC_000010 6065288 IL2RA T  T|- 

NC_000010 6065636 IL2RA G A A 

NC_000010 6065790 IL2RA - T|- T|- 
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Tablo 25: 7 Nolu hasta varyasyon sonuçları 

 

e.  8 Nolu hastanın her iki örneğinin varyasyon sonuçları 

Ref ID Ref Pos Gene Name Ref Seq 8NoluHasta1 

- Called Seq 

8NoluHasta2 

- Called Seq 

NC_000010 6053133 IL2RA G G|A G|A 

NC_000010 6053163 IL2RA T T|A T|A 

NC_000010 6053253 IL2RA -  T|- 

NC_000010 6053568 IL2RA C T|C T|C 

NC_000010 6064311 IL2RA C  C|- 

NC_000010 6064952 IL2RA -  A|- 

NC_000010 6065171 IL2RA G G|-  

NC_000010 6065616 IL2RA A G|A G|A 

NC_000010 6065634 IL2RA T T|C T|C 

NC_000010 6065636 IL2RA G A A 

NC_000010 6065790 IL2RA -  T|- 

NC_000010 6066195 IL2RA T T|A T|A 

NC_000010 6066590 IL2RA - T|- T|- 

NC_000010 6067688 IL2RA A G|A G|A 

NC_000010 6068110 IL2RA - T|-  

NC_000010 6068547 IL2RA G C C 

Tablo 26: 8 Nolu hasta varyasyon sonuçları 

 

NC_000010 6066195 IL2RA T A A 

NC_000010 6067594 IL2RA C C|- C|- 

NC_000010 6067688 IL2RA A G G 

NC_000010 6068547 IL2RA G C C 

NC_000010 6086747 IL2RA C  C|- 

NC_000010 6087026 IL2RA A C C 

NC_000010 6087794 IL2RA G A A 

NC_000010 6090046 IL2RA C  C|- 
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f. En az üç örnekte ortak bulunan varyasyon tablosu 

 
 Ref  No3-1 No3-2  No4-1 No4-2   No5-1 No5-2   No7-1 No7-2  No8-1 No8-2  dbSNP Varyant  Önemi 

6063554 C   C|-   C|-             novel  exon  frameshift  

6053374 A G G G|A G|A             rs12244380 exon    

6053568 C     T|C T|C   T|C T T T|C T|C rs1570538 exon  Spain population 

6056294 T T|C T|C T|C T|C       rs12722596 intron   

6057231 T T|G T|G T|-  T|G T|G G G   rs11256342 intron   

6057732 G   T|G T|G T|G T|G     rs2386841 intron   

6058735 G C C G|C G|C C C C C   rs4747837 intron   

6059704 G G|A  A A  G|A     rs3793713 intron   

6059898 C   C|A C|A C|A C|A     rs7899538 intron   

6060433 C T|C T|C T|C T|C       rs12722588 intron   

6060630 C T|C T|C T|C T|C       rs12722587 intron   

6063016 T C C C C C C C C   rs942198 intron   

6063253 A   G|A G|A G|A G|A     rs2076846 intron   

6063319 C T|C T|C T|C T|C       rs7093069 intron   

6063383 T C C C C C C  C   rs11256342 intron   

6063674 T C C C C C C C C   rs942200 intron   

6065611 A G|A G|A G|A G|A       rs7900744 intron   

6065636 G A A A A A A A A A A rs7913476 intron   

6066195 T T|A T|A   A T|A A A T|A T|A rs12358961 intron   

6066462 G G|A G|A G|A G|A       rs12722575 intron   

6067688 A G|A G|A    G|A G G G|A G|A rs2025345 intron   

6068547 G C C C C C C C C C C rs7078547 intron   

6077796 T C C C C C C    T|C rs7910961 intron   

6077931 T C C C C C C C C C C rs7911218 exon  non-coding 
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6078079 C A A   C|A C|A     rs6602392 intron   

6079344 T T|C T|C T|C T|C T|C T|C C C T|C T|C rs11256442 intron   

6079479 A G|A G|A G|A G|A G|A G|A     rs11256448 intron   

6079846 G A A   G|A G|A A A G|A G|A rs7072398 intron   

6080748 A G G G G G G G G G G rs4405212 intron   

6080794 C G|C G|C   G|C G|C G G G|C G|C rs11256457 intron   

6081040 T T|C T|C T|C T|C     T|C T|C rs12722517 intron   

6081924 A C|A C|A C C C C C C C C rs791591 intron   

6087794 G G|A G|A     A A  G|A rs11256497 intron   

6053253 - T|- T|-   -   T|- T|-     T|- novel indel  exon    

6054389 G G|- G|- G|- G|-   G|- G|- G|-   G|- novel indel exon    

6058112 G   G|- G|-  G|-  G|-   rs12722702 intron   

6058495 - C C C|- C|-, C|- C|-, C C C C   C novel indel intron     

6059584 G   G|- G|- G|- G|-  -   novel indel intron  

6062915 T T|- T|- T|- T|- T|- T|-  C   rs59002005 intron  

6062916 G G|- G|- G|- G|- G|- G|-     rs59002005 intron  

6064617 - A|- A|- A|- A|-       rs41294689 intron  

6065790 -  T|-  T|-  T|- T|- T|-  T|- novel İndel intron  

6067594 C C|-  C|-  - C|- C|- C|-  C|- rs181789365 intron  

6068110 -   T|-   T|-     T|-   T|-   novel indel  intron    

6077965 C C|- - C|- C|- C|- C|-   -   C|- rs7911218- exon  Varyant yanı 

6079034 - T|- T|- T T T T T T|-   T novel indel intron    

Tablo 27 : En az üç örnekte tespit edilen varyasyon tablosu 

 



 

 

90 

6. TARTIŞMA 

Multipl Skleroz hastalığı genelde yetişkinliğin ilk dönemlerinde görülen ve 

kronik nörolojik hasarlara sebep olan genetik ve çevresel faktörlerin birlikte rol 

aldığı bir hastalıktır. MS’e genetik katkının varlığı ailesel agregasyon, ikiz 

çalışmaları ve Avrupa orijinli popülasyonlarında ki yüksek insidansın Afrika ve Asya 

popülasyonları ile karşılaştırma çalışmaları ile kanıtlanmıştır [32]. Prevalans paterni 

kuzey Avrupa’lı grupların ve onların soyundan gelenlerin göçleri ile çaıklanabilir ve 

bu durum genetik faktörlerin MS’e katkıda bulunduğu hipotezini güçlendirmektedir 

[35]. İkizlerde ve kardeşlerde yapılan epidemiyolojik çalışmalar genetik faktörlerin 

etkisini açıkça göstermektedir [27, 94]. Var olan bilgiler gösteriyor ki sadece tek bir 

gen MS hassasiyetini etkilemiyor, her biri çok az etki eden bir sürü gen MS’e katkıda 

bulunuyor [95]. Yapılan pek çok çalışmada kromozom 6p21 ‘deki HLA-DRB1 

geninin test edilen popülasyonlarda majör risk olarak görev aldığı belirtiliyor [41]. 

Fakat bu durum MS’in genetik temelini tam olarak açıklayamıyor [96, 97]. HLA 

bölgeleri dışında şüphelinenen pek çok aday gen ya da genom tabanlı yaklaşımlar 

bulunmaktadır fakat bunlar daha valide edilmemişlerdir. 

IL2RA (interleukin-2 receptor-alpha ) genindeki varyasyonlar, aday gen 

yaklaşımı ve tüm genom taramaları ile bu genin MS’ katkıda bulunduğunu 

gösterdi.Uluslar arası Multipl Skleroz Genetiği Konsörsiyumu (IMSGSC) ‘nin 

yaptığı iki farklı Avrupalı MS örneklerinin ( Fransız ve Alman) kullanıldığı 

çalışmada IL2RA genine ait  iki adet SNP genotiplenmiş ve MS’le çok güçlü 

ilişkilerinin olduğu gözlenmiştir [77] . Bu SNP’ler rs12722489 ve rs2104286’dır. Bu 

IL2RA genindeki bu SNP’lerin risk ilişkisi kabul edilebilir değer aralığındadır (odds 

ratio,1.1-1.5). Fakat büyük ölçekli örnek sayılarındaki replikasyonları bu SNP’lerin 

MS’e duyarılılığına katkılarını daha ikna edici yapabilir. 

Görüldüğü üzere MS’le ilişkilendirilmiş HLA olmayan genlerin belirlenmesi 

oldukça zordur. Türk toplumunda daha önce herhangi bir genom tabanlı (GWAS) 



 

 

91 

çalışması MS’le alakalı yapılmamıştır. Buna ilaveten Türk MS hastalarının HLA ve 

HLA olmayan genlerdeki SNP çalışmalarıda mevcut değildir.  

Biz de Türk toplumunda görülen MS’le ilişkili varyasyonları tespit etmenin ilk 

adımı olarak HLA olmayan genlerden ve daha önce içerdiği intronik 2 SNP’le MS’le 

yatkınlığı keşfedilmiş IL2RA genin Türk MS hasta örneklerinde tüm gen 

dizilemesini yeni nesil dizileme yöntemleri ile yapmaya karar verdik. Bu çalışmadaki 

amacımız MS hastalarının IL2RA gendeki varyasyonları tespit ederek gelecek 

çalışmalarla beraber hastalıkla ilişkilerini belirlemekti. 

Toplam 5 adet hastanın 2’şer adet örneği olmak üzere genomik DNA’dan IL2RA gen 

bölgeleri amplikon şeklinde çoğaltıldı ve 10 örnek yeni nesil dizileme ile dizilendi. 

Dizileme işleminden sonra SNP analizi ve bu SNP’lerin dbSNP veri tabanı ile 

annotasyonları yapılmıştır.  Bu sonuçlara göre bütün hastalar da toplam 51 SNP ve 

71 farklı indel olmak üzere 122 farklı varyasyon tespit edilmiştir. Bu 

varyasyonlardan en az iki, üç, dört ve beş hastada ortak olan varyasyonlar 

listelenmiştir. En az iki hastada ortak olan varyasyonların listesine bakıldığında 

önem ifade eden değişiklikler tespit edilmiştir. En önemli bulgu 3 Nolu ve 4 Nolu 

hastada 6063554 referans pozisyonunda 4. Ekzonda tek alelde heterozigot   1 adet 

yeni (de novo) frameshift’e sebep olan delesyon keşfedilmiştir. Bu bulgulara ilaveten 

3,5,7 ve 8 nolu hastalarda 6053253 lokasyonlu  ekzon  bölgesinde ve  3,4,5,7 ve 8 

hastalarda 6053253 lokasyonlu ekzon bölgesinde  de novo heterozigot insersiyon 

bulunmuştur. Fakat bu farklılıkların yeni bir varyasyon olduğunu söyleyebilmek için 

sanger sekansla konfirme edilmesi gerekmektedir. Ayrıca 3,5 7, ve 8 Nolu hastalarda 

da 6053568 pozisyonunda ekzon bölgesinde rs1570538 numaralı SNP bulunmuştur. 

rs1570538 SNP’inin özelliği İspanyol MS hastası popülasyonunda bulunmuş bir 

SNP’tir. 

MS hastalığıyla sadece ekzonlarda varyasyonlar değil aynı zamanda intronlardaki 

varyasyonlarda hastalıkla ilişkili olabilir çünkü OMIM’de MS ilişkilendirilmiş 2 adet 

SNP’de intron bölgesinde bulunmaktadır. Bu nedenle bu hastalardaki intron 
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bölgelerindeki varyasyonlara da bakılmıştır. En az iki hastada bulunan ve konfirme 

edilmesi gereken de novo varyasyonlar şu lokasyonlarda ki varyasyonlardır, 

6058495, 6068110, 6079034. Son olarak en az iki hasta da bulunan ve annotasyon 

dbSNP’de eşleştirilen varyasyonlar numaraları şu tablo 27’de listelenmiştir. 

 Sonuç olarak çalışmamızda amaçlanan Türk MS hastalarında bilinen ve 

denovo varyasyon çalışmasında yeni nesil dizileme ile 5 adet hastanın IL2RA geni 

intron ve ekzon bölgeleri dahil olmak üzere sekanslanmış ve bulunan varyasyonlar 

önemlerine göre listelenmiştir. Bundan sonraki çalışmada bulunan bu de novo 

varyasyonlar sanger sekansla konfirme edilecek ve hasta sayısı artırılarak GWAS 

çalışmalarının önü açılacaktır. 
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