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OZET

Burak Yilmaz. Tirk Toplumunda Multipl Skleroz Hastaliginda Etkili Olabilecek
Genlerin Bilinen Ve De Novo Mutasyon Taramasi, Yiiksek Lisans Tezi, Ankara,

2014.

Multipl Skleroz (MS) en yaygin merkezi sinir sistemi inflamatuar
hastaligidir. Multipl skleroz ‘un etiyolojisi bilinmemektedir. Biiyiikk ihtimalle MS
genetik yatkinlig1 olan bireylerde g¢evresel faktorlerin tetiklemesi ile ortaya cikar.
MS’deki genlerin ve ¢evrenin etkisi tam olarak anlasilamamistir. MS’de etkili olan
genler i¢in pek ¢ok GWAS (Genom Wide Association Study) yapilmistir. Bu
calismalara gore MS’den iliskilendirilmis varyasyonlar daha ¢cok kromozom 6p21.3
deki MHC (Major Histocompatibility Complex) bdlgelerinde tespit edilmisti ve
bunlar HLA(Human Leukocyte Antigen) genleridir. Ayrica MS HLA olmayan
bolgelerde MS’le iligkili genler kesfedilmistir. Bunlar IL2RA, IL7R, CLEC16A,
CD58, CD226, KIF1B, vb. genlerdir. IL2RA (interleukin Receptor 2 alpha) geni
MS’le iliskilendirilen ve HLA bdlgesinde olmayan genlerden istatistiksel olarak en
yiiksek yatkinlik degerine sahip olan gendir. OMIM (Online Mendelian Inheritance
in Man) veri tabaninda MS’le iligskilendirilmis varyasyonlar sadece IL2RA geninde
bulunmaktadir. Bu agidan IL2RA MS’de 6nemli bir yere sahiptir. Bu tezde IL2RA
geninin 5 adet Tirk MS hastalarinda Yeni Nesil Dizileme(YND) yontemleri
kullanilarak tiim gen dizilemesi yapilmasi ve bilinen ve bilinmeyen varyasyonlarin
tespit edilmesi amaglanmistir. Hedef kapsaminda gergeklestirilen ¢alismadan 5 adet
hastanin 80 kb (kilo baz)’lik IL2RA geni ikiser kere dizilenmis ve biitiin
varyasyonlar listelenmistir. Bulunan biitiin varyasyonlar dbSNP (database SNP)’e
gore annote edilmis ve dbSNP ‘de olmayanlar aday varyasyon olarak belirlenmistir.
Sonuglara gore mRNA boélgesinde frameshift mutasyona sebep olan yeni bir adayi
varyasyon dahil olmak iizere pek ¢ok SNP, indel ve de novo varyasyon tespit

edilmistir.

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



ABSTRACT

Burak Yilmaz. 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



ICINDEKILER

ONSOZ......oooooeeeeee ettt I
OZET ..ottt et I
ABSTRACT ..ottt bbb en s "
HCINDEKILER ..........oooiiviiiiieeee ettt s st tan o \Y
KISALTMALAR .......ooiieieieeee ettt n s \
TABLOLAR DIZINT ......cocoooiiiiiicccee s VIl
SEKILLER DIZINT ......cooooiiiiiiceeeeee sttt VIl
T € 1 23 1T 10
2. GENEL BILGILER.........c.cccccoooiiiiiiiiieeeee e 11
2.1, MULTIPLE SKLEROZ ...........cccccecoiiviiiiivieiiesssiisiissesiessssiss s 11
211, EPIDEMIYOLOJII oottt 11
212, RISK FAKTORLERL..........cccccocoiiiiiiiiiiiiiieiisis st 12
2.1.3. KLINIK SEMPTOMLAR VE BULGULAR ........ccoovvmeiiereeeeieseeeesseeses s, 13
214, MS’IN SINIFLANDIRILMASI ......ccocvouiviimiiiieiseeeeiissessiesseeseessessessses s 14
2.2.  MULTIPLE SKLEROZ GENETIGI .........coccoovviiiiiicieceeeceeeeeeeeeeeeeeee e 15
221, MS INGENETIK TEMELLER .....cooiviiiieieeeeeeeeeeee e 15
222, MS GENOMIKS........coiiiioiiiiisieeee ettt 16
2.2.3.  MS’DE GENETIK HETEROJENISITE.........c.ccooooiiiiiiiiisccceeee e 18
224, GENETIGIN MS’DEKI ROLU ......cccoooviiiiiiiiiicceeeee s 19
225,  MS’DEKI AILESEL RISKLER ....ccccocoiiiiiiiiiiiiiieiceee e 20
2251, EVLATLIK CALISMALARL............cccceooiiiiiiiieiieresies e 20
2252, YARISIBLING.......ccccoooiiiiiiiiiiiiccee e 21
2253, TKIZLER ...ooiiiiiceieeeeetete ettt 21
2254, KONJUGAL MS....oiiioeieeieeeeeeeieseeesees s ses s sssaes s ses s sann e 22
2255,  AKRABA EVLILIGI......ccocoooiiiiiiiiiiecececeeeceeeeeeeeeee e 22
2.256.  MS’DE CINSIYET ETKISI........ccoooviiviiiiiiicccecee e 23
2.3.  MULTIPLE SKLEROZ‘DAN SORUMLU GENLER .......cc.ovvvivrrecrereeeereereeeseeein e, 23
2.3.1.  HLABOLGESI GENLERI .........c.ccccoooviiiiiiiieiciece e 23
2.3.2. HLA DISI GENLER VE GWAS CALISMALARI .........co.coovvvvveiineeeeerereeeeeeen o, 24
24, TL2RA GENL....oooiiiiiiiiiiceeee s 26
241, TL2RARESMI ISMI ........cooooiiiiiiiiiiiiiccec e 26
242, TL2ZRA FONKSIYONU ......cooooviiiiiiiiiieeee e 27
24.3.  TL2RA’DAKI DEGISTKLIKLER .......c.cooiiiiieieeee oo 27

244,  1L2RA GEN LOKASYONU .....cooiiiiiiriiiiiiiei e e 28



245, TL2RA GEN YAPISI ..ottt aanensan 28
3. MATERYAL VE METOD.....coooieiietieeeeteeieseeeee s asses st sansenaanensan 30
3.1, PRIMER TASARIMI .........coooiiiiiieiieieeeseeeeseeeeeses s sen st nensenaanensan 30
3.2, HASTALARIN DNA IZOLASYONU......ccccceiieiiiieerieeee e 33
3.3, KUTUPHANE HAZIRLAMA ..........ccccoovviiuiieiieereieeeeseeesee st ss s sssas st 38
3310 LONG PCR ..ottt st 38
3.3.2.  AMPLIKONLARDAN HAVUZ OLUSTURMA , PARCALARA AYIRMA VE
SAFLASTIRMA ......cooitieieeeee e ettt sttt s et n s 40
3.3.3. ION SHEAR™ PLUS REAKTIFi ILE PARCALAMA VE SAFLASTIRMA. ........... 41
334, DNAPARCALAMA .......coooviiietieieeeteeesee ettt ne st tan o 43
3.35.  PARCALANAN KUTUPHANENIN SAFLASTIRILMASI........c.ccccoviviiiiireereereneen, 44
3.3.6. ADAPTOR BAGLAMASI, CENTIiK -TAMIRI, VE SAFLASTIRMA ..........cc.cco....... 45
3.3.7.  ADAPTOR BAGLAMASI VE CENTIK TAMIRI ..........cccoooooviviiiiciseceeeee, 46
3.3.8. ADAPTOR BIRLESTIRILMIiS VE CENTIK DUZELTILMIiS DNA’NIN
SAFLASTIRILMASL .........cooviiiteiitstesiesetesessseseesessesses s ses st sses s st sesse s nssnss s sssensensassnsansnsenes 47
3.39. COGALTILMAMIS KUTUPHANENIN BOYUT SECIMi ........ccccoovvovviviiici. 48
3.3.10. KUTUPHANE COGALTILMASI ......c.covviiiiiiieeieeee sttt 52
3.3.11. KUTUPHANE SAFLASTIRMASI .....cocooiiiiiiieeeieeeeeeeeeseees s n s 53
3.4. KALIP (TEMPLATE) DNA HAZIRLAMA ........cooiiiieieeeeeee et 53
3.5, SEKANSLAMA . ......ooooiiet ettt sttt 55
4, BULGULAR VE ANALIZ.........ccooooiiiiieeeeeeeeeeeeeee e, 56
41, PRIMER TASARIMI ........cocoouiiiiiiiiieieeeeeeeeeeee e 56
4.2, DNATZOLASYONU .....cooooiiiiieieeeeeeee et n s, 57
4.3, KUTUPHANE HAZIRLAMA .........ccccoisioiioieeieeeeeeee e eesee e esens s s, 58
4.4. DNA PARCALAMA GORUNTULERI ..........ccooooviiiiiiieceeeeeeeeeeeee e, 62
45, SEKANS RAPORLARI .....c.oiievieeeeeee et nee st sses s eas e, 63
A.6.  ANALIZ ....oooovooooeeeeeeeeee et 71
B, SONUGLAR ......cooouiiiiteteeet ettt st s sttt aen e 81
B.  TARTISMA ......ooimiiiiieieeeteete ettt n st aeneneas 90

T KAYNAKLAR Lo e 93



KISALTMALAR

Kisaltma

MS

GWAS

MHC

HLA

OMIM

IL2RA

SNP

Indel

dbSNP

YND

MLF

GIS

MBP

IMSGC

Acik Yazihs

Multipl Skleroz

Genom Wide Association Study
Major Histocompatibility Complex
Human Leukocyte Antigen

Online Mendelian Inheritance in Man
Interlokin Reseptor 2 alfa

Single Nucleotide Polymorphism
Insertion-deletion

SNP database

Yeni Nesil Dizileme

Medyal Longitudinal Fasikiil
Gastro Intestinal Sistem

Myelin Basic Protein

Uluslararast MS Genetik Konsorsiyumu

Vi



vii

TABLOLAR DiZiNi
TABLO 1: MHC OLMAYAN BOLGELERDEKI LINKAGE (BAGLANTI) ANALIZI[41]............. 17
TABLO 2: SECILMIS IKIZ CALISMALARI [B7].....cuvuevieeieeeeeieiece e, 22
TABLO 3 : BAZI MS RiSK GENLERI DIGER HASTALIK RiSK GENLERI ILE CAKISABILIYOR
[76B]. ettt 25
TABLO 4: MS’DEN SORUMLU GENLER[89] .....cvuvvvieiiesieiceeieiese e, 26
TABLO 5: ORNEK LONG PCR PROTOKOL ICERIGI........covoieeiiceeieeceteeceece e, 39
TABLO 6: ORNEK LONG PCR PROTOKOL SARTLARL........cccecevcueieeeierieeeieseseeeeseeseeie e, 39
TABLO 7: CALISILAN LONG PCR PROTOKOL ICERIGI .....ccvvceeieceeiecceecce e, 40
TABLO 8: CALISILAN LONG PCR PROTOKOL SARTLARI .......cceveveeirieeierceeeeeceieseeie e, 40
TABLO 9: KUTUPHANE VE ORTALAMA PARCALAMA BOYUTU ....cc.ooiviieiciceieeeeseeeeen, 41
TABLO 10: DNAPARCALAMA REAKSIYON ICERIGI ......cooviviiicccecccceee e, 43
TABLO 11: DNAPARCALAMA REAKSIYON ZAMANI ......ooviviieiiieieeeeeceee e, 44
TABLO 12: ADAPTOR BAGLAMASI VE CENTIK TAMIRI REAKSIYONU ICERIGI ................ 46
TABLO 13: ADAPTOR BAGLAMASI VE CENTIK TAMIRI REAKSIYONU SICAKLIK VE
ZAMAN ..ottt ettt 47
TABLO 14: AMPURE® XP REAKTIFI HACMI ......ccoiuitiieiceceecee e 47
TABLO 15: COGALTILMAMIS KUTUPHANIN BOYUT SECIMI ......cooviiieicceceeece e, 48
TABLO 16: COGALTILMAMIS KUTUPHANENIN PiPIN PREP CIHAZINDA HEDEF PiK
SECIMIL....oietceeee ettt 50
TABLO 17: KUTUPHANENIN COGALTILMASI iCIN REAKSIYON ICERIGI ........cccvveveneee, 52
TABLO 18: KUTUPHANENIN COGALTILMASI iICIN REAKSIYON KONDISYONLARTI......... 52
TABLO 19: KALIP DNA HAZIRLAMAK ICIN GEREKLI SOLUSYONLAR........cccoccvvvevrerrnene. 54
TABLO 20: TASARLANAN PRIMERLER .......c.coooiiiiiieieeecieeeeeeseceeesesee e esesee s ies s, 56
TABLO 21: HASTA DNA’STIZOLASYON SONUCLARI ......oovivceeieeceteceeeeeeesesees e, 57
TABLO 22: 3NOLU HASTA VARYASYON SONUCLARI.......c.coieieicieieeieieeeeseee e, 82
TABLO 23: 4 NOLU HASTA VARYASYON SONUCLARI......cocviiieicieticceece e, 85
TABLO 24: 5 NOLU HASTA VARYASYON SONUCLARI......c.oviveieeeiceeeteeeee e, 86
TABLO 25: 7 NOLU HASTA VARYASYON SONUCLARI.......ccoociiiiiieiceieiece e, 87
TABLO 26: 8 NOLU HASTA VARYASYON SONUCLARI........c.ovcveieeeeteeeeeeeeeseseeseeieeneniennen, 87

TABLO 27 : EN AZ UC ORNEKTE GORULEN VARYASYON TABLOSU ....ccccoveveveveerereeiereens 88



viii

SEKILLER DIiZiNi

SEKIL 1: MS’IN DUNYA’DAKI DAGILIMI[S] ....cuviuititinietisteieit sttt 11
SEKIL 2: MS”IN SINIFLANDIRILMASI ...c.uvtiuttittestiestteteestessaesseesiessaeessesssesssesssesssesseessesssesssesssessssssesssesnns 14
SEKIL 3 MHC BOLGESI[AL].....ecuiitiiteiieiiitese ettt 18
SEKIL 4: MS’iN BAGIL RiISKLERININ ALELLERE GORE DEGISIMI[76] .......ccvrviiriiiiiniiiiiicsceens 24
SEKIL 5: TL2RA GEN LOKASYONU w...viiuiiiiiiiiiesteesreerees st sneesne s anessnsesmeesmeesneenesnnesnessnesnneennes 28
SEKIL 6: IL2RA GEN YAPISI[O2] ... veeie ettt ettt ettt sttt te et e e sta e teeteanaesneesnnennnenas 28
SEKIL 7: IL2RA EKZON YAPISI[93] ...ee ettt ettt te et e et teeteanae e snnennne e 29
SEKIL 8: ENSEMBLE VERI TABANINDAN GEN REFERANS DIZILIMINE ULASILMASI .....cocviviiiiiniiininnne, 30
SEKIL 9: IL2RA GENININ BLOKLARA BOLUNMESI......cetiiiiiiiisiiesieesieesieeiesiiesteestee st sie e ssee e sneeseeennas 31
SEKIL 10: FAST PCR YAZILIMININ KULLANIMI....tceitietiaiesiiesiessieesieesseesesseesseesseesseesaesssesssessesssesssessnes 32
SEKIL 11: FAST PCR YAZILIMININ KULLANIMI...c.tteitietiaiesiiesiessieesieesieesesseesseesseesseesaesssesssessesssesssesnns 33
SEKIL 12: 3 VE 4 NOLU HASTANIN 1. SEKANS RAPORU ......ceitviiiiesieeiteeieaiesstesseesseesieesiesssesssessesssesssesnns 63
SEKIL 13: 3 VE 4 NOLU HASTANIN 1. SEKANS KALITE RAPORU .....vvtiiieieiiiisieeesireesinessineesinessinsesnesssneens 64
SEKIL 14: 3 VE 4 NOLU HASTANIN 2. SEKANS RAPORU ....ceiviiiiiesiieasieessiesasiseesiseesaessssesssnesssnsssnssssneens 65
SEKIL 15: 3 VE 4 NOLU HASTANIN 2. SEKANS KALITE RAPORU .....vvviiieeiieisieeesireesinessisessnesssneessesssneens 66
SEKIL 16: 5,7 VE 8 NOLU HASTANIN 1. SEKANS RAPORU .....vviiieisiieasieeeitreesieeesssesssessssessssesssneesnesssnenns 67
SEKIL 17: 5,7 VE 8 NOLU HASTANIN 1. SEKANS KALITE RAPORU.......ccuviuiiiiiireniesresieesreseesresiesresresieeneas 68
SEKIL 18: 5,7 VE 8 NOLU HASTANIN 2. SEKANS RAPORU ......eeeiuieeiiireiieeestieesieeestseesneessseesneessneesasessneans 69
SEKIL 19: 5,7 VE 8 NOLU HASTANIN 2. SEKANS KALITE RAPORU......ccuvtiitiieiieeesireesaeesnreesneessneesaeessneens 70
RESIMLER DIZiNi,

RESIM 1: 2. VE 3. HASTALARIN DNA’SINDAN COGALTILAN 1.,3., VE 7., BLOKLARIN PCR

GORUNTULERI ......oitiiiiieiceeee ettt ettt 58
RESIM 2:5.,6.,7., VE 8. HASTALARIN DNA’SINDAN COGALTILAN 4.,5., VE 6., BLOKLARIN
PCR GORUNTULERI ....cocooviiiiiiieiccetcee ettt 58
RESIM 3:5.,6.,7., VE 8. HASTALARIN DNA’SINDAN COGALTILAN 8.,9., VE 10.
BLOKLARIN PCR GORUNTULERI.......cceovititiieeceetctee et es s st ensssss e senans 59
RESIM 4:5.,6.,7., VE 8. HASTALARIN DNA’SINDAN COGALTILAN 11. VE 12. BLOKLARIN
PCR GORUNTULERI .....ocuitititiiieceectcte ettt ssae ettt es sttt sn sttt en s 59

RESIM5:5.,6.,7., VE 8. HASTALARIN DNA’SINDAN COGALTILAN 8.,9., VE 10.,
BLOKLARIN PCR GORUNTULERI........cocoviiiieiiieieceie e 60



RESIM 6: 3. VE 4. HASTALARIN DNA’SINDAN COGALTILAN 6. VE 7. BLOKLARIN PCR

GORUNTULERI ......oiiiiiiiitiece ettt ettt 60
RESIM7:1.,2.,3.,4.,9.,10.,11.,12.,13., 14., VE 15. HASTALARIN DNA’SINDAN
COGALTILAN 8.,9., VE 10. BLOKLARIN PCR GORUNTULERI .........ccoevvviieiercereee, 61
RESIM 9:11,,12,,13,, 14., 15. VE 16. HASTALARIN DNA’SINDAN COGALTILAN 10. VE 11.
BLOKLARIN PCR GORUNTULERI........cocovitiieiiieiecce e 61
RESiM 10:1.,2.,3.,4.,5.,6.,7.,8.,9.,10.,11.,12,,13., 14., VE 15. HASTALARIN DNA’INDAN
COGALTILAN 11. VE 12. BLOKLARIN PCR GORUNTULERI.........ccooevcieireiereeeereeie 62

RESIM 11: BIORUPTOR CIHAZI VE ENZIMATIK PARCALAMA SONRASI 1-8 HASTA
GORUNTUSU ..ottt ettt sttt s sttt et s s st ettt et s s s neneeas 62



10

1. GIRIS

Multipl skleroz geng yetiskinlerde norolojik fonksiyon kaybinin en biiyiik sebebi
olan ve diinyada 2.1 milyondan fazla insani etkileyen bir hastaliktir. MS sebebi
anlasilamayan kompleks bir hastaliktir. MS’de immiin sistem miyelin kiliflarina
saldirir ve ndrodejenerasyon komponentleri olusturur. MS’in olusumunda kompleks

ag olusturan faktorler cevresel ve genetik faktorlerdir[1].

Hastaliga sebep olarak bulunan ilk genetik faktér 1970’lerde bulunan HLA
(Human Leukocyte Antigen) lokusudur. Bu lokus kromozom 6’nin kisa kolunda
MHC (Major Histocompatibility Complex) olarak adlandirilan bdlgede bulunur. Bu
bolgedeki genler immiin sistemin anahtar parcalarindan olduk¢a polimorfik hiicre

yiizeyi glikoproteinlerini kodlarlar.

Bu giinlerde HLA tek basmma MS’in genetik komponentlerini agiklamakta
yetersizdir. HLA lokusunun hastaligin olusturmasima ek olarak diger HLA olmayan
lokuslarinda hastaligin karmagikligina ¢evresel, yas ve cinsiyet faktorleri ile beraber

katkida bulundugu belirlenmistir.

HLA olmayan genlerden MS’le en fazla iliskilendirilmis gen IL2RA ( interlokiin
2 reseptor alfa) genidir. OMIM’de bu genle iliskilendirilmis intron bolgesinde
bulunan 2 adet SNP rapor edilmistir. Bu SNP’lerden bagska MS’le iliskilendirilmis
varyasyon OMIM’de bulunmamaktadir.

Bu sebeple bu tezde iilkemizde ilk defa IL2RA geninin Tiirk MS hastalarindaki
varyasyonlart Yeni Nesil Dizileme yontemi ile tespit edilmesi amacglanmistir.
Amacimizi gergeklestirmek igin 5 adet MS hastasinin etik kurul izinleri dahilinde
kanlar1 toplanmig, genomik DNA’lar1 izole edilmis ve IL2RA geninin biitiin intron
ve ekzon bolgeleri cogaltilmistir. Cogaltilan genler Ion Torrent yeni nesil dizileme

makinesi ile ikiser defa dizilenmis ve hastalarin varyasyonlar listelenmistir.
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2. GENEL BILGILER

2.1. MULTIPLE SKLEROZ

Multipl skleroz, doku hasarinin gesitliligine bagli olarak farkli klinik
semptomlarin ortaya c¢iktigi bir hastaliktir. Genel olarak, tek bir lezyonla
aciklanamayan norolojik semptomlar bulunur. Klinik semptomlarin ortaya ¢ikisinda

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

2.1.1. Epidemiyoloji

Kadin erkek orami 1.4-2.3 arasinda degismektedir. MS cografi enlem
dairelerine gore degisik gosterir [4]. Kuzey ABD ve kuzey Avrupa'daki prevelansi
daha fazladir. Her iki yarim kiirede 65 derece enlemine kadar prevelans artmakta ve

World Distribution of Multiple Sclerosis

U
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Sekil 1: MS’in Diinya’daki dagilimi[5]
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sonra tekrar azalmaktadir (Sekil 1). 2. Diinya savasi sirasinda epidemi seklinde (16
milyon kisi) goriilmiis ve bu epidemi sirasinda MS in bir enfeksiyon hastaligi oldugu
diistiniiliip ve 0 zamanin yeni tiiberkiiloz ilact olan izoniyazid ile tedavi edilmeye
calistlmistir. Savasta hasta olanlarm ¢ogunlugunun Danimarka, Norveg, Isveg,
Finlandiya ve Isvigre vatandas1 olmalar1 dikkat cekmis ve sonraki ¢alismalarda kuzey
Avrupa iilkelerine yonenilmistir. Bu c¢alismalar sirasinda hastaligin  cografik

ozelliklerden etkilendigi ve bunun goc edilen yasa bagli oldugu gosterilmistir.

[k 15 yasindan 6nce ve sonra goc eden gruplar karsilastirildiginda; 15 yildan
fazla dogdugu iilkede yasayanlarda dogdugu iilkenin etkisinin daha fazla oldugu, 15

yildan az yasayanlar1 go¢ ettikleri {ilkenin etkisinin daha fazla oldugu gosterilmistir

[6].

Hem erkeklerde hem kadinlarda goriilmektedir, oran K/E = 2:1 seklindedir.
Ortalama pik yas1 25-34 yas arasinda degismektedir. Insidansi yillar gegtikge
artmaktadir [7].

2.1.2. Risk faktorleri

Immiin sistem stimiilasyonu: Hastaligin kendisi immiin sistemle ilgili oldugu icin
ast gibi immiin sistemi tetikleyen durumlarin hastalia sebep olabilecegi lizerine

hipotezler kurulmus ancak anlamli bir sonu¢ alinamamustir [8, 9].

Viral enfeksiyonlar: HBV, EBV, VZV ile iliskili olabilecegi ile ilgili ¢alismalar

yapilmis, arada bazi iligkiler gosterilmigse de ileriki caligmalara gerek duyulmaktadir

[10-12].

Cografi faktorler: Cografi bolgelere gore degisen insidans ve prevelans: vardir.
Kuzey iilkeler ve beyaz irkta risk daha fazladir. Amerika'daki insidans1 100/100.000
diir [13].
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Giines 15181 ve D vitamini: D vitamini takviyesi alan kadinlarda risk anlamli oranda

diismektedir [14].

Diger cevresel faktorler: Dogum ayi ile iliskili ¢esitli calismalar vardir. Yapilan bir
calismaya gore Nisan, Mayis ayinda doganlar en yiiksek riske; Ekim, Kasim ayinda

doganlar en diisiik riske sahiptirler [15].

Genetik faktorler: Ayrintili olarak diger boliimde incelenecektir.

2.1.3. Klinik semptomlar ve bulgular

Optik norit: Optik norit en yaygin géz tutulumudur. Genellikle akut ya da sunakta
baslangi¢h tek tarafli ve agriyalim baslayan tutulum vardir. (125) cesitli derecelerde
etkilenmis santral gorme kaybi mevcuttur [16]. Fizik muayenede Marcus Gunn
Pupili vardir. Fundoskopide optik disket 6dem olabilir. Bilateral optik nérit MS de
stk goriilen bir bulgu degildir. Eger tutulum bilateralse ayirimi tanimak diger
hastaliklar diistiniilmelidir.

Interniikleer oftalmopleji: MLF( medial longitudinal fasikiil) lezyonuna bagl
olusan horizontal bakis defektidir. Goz laterale baktiginda diger goéziin 6. Siniri
uyarilamadigi i¢in iki g6z birbirinden bagimsiz olarak hareket eder.

Duyusal semptomlar: Neredeyse biitiin MS Hastalarinda goriilen bir bulgudur.
Spinal korddaki duyu yollarindaki lezyonlara bagl olarak gelisir.

Hastalarin genel sikayetleri; yanma, batma, karincalanma, uyusma seklindedir. Alt
torasik ve abdominal bolgelerde radikiiler agri da goriilebilir.

Lhermitte fenomeni: Boyunun fleksiyonula tetiklenip, elektrik soku gibi yayilan
gecici duyusal semptomlardir [17].

Motor semptomlar: Tutulan yere bagh olarak parastezi, parapleji, spastisite
goriilebilir.

Depresyon: Hastalarin 2/3 tinde gériilmektedir.

Epilepsi: MS hastalarindaki sikligi topluma gore daha fazladir.
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Ana bulgular bunlar olmakla beraber, vertigo, nistagmus, halsizlik, GIiS(Gastro
Intestinal Sistem) semptomlar1, koordinasyon bozukluklar1 gibi cok cesitli tablolar

ortaya cikabilir.

2.1.4. MS’in siniflandirilmasi

A. Relaps ve remisyonlarla giden- kalict sekel yoktur ve remisyon déneminde
hastalik ilerlemez. MS in %85-90 in bu sekilde baslar. Bu hastalarin ¢ogu
ilerleyen donemlerde sekonder progresif e doniisiir (Sekil 2).

B. Sekonder progresif- relapsing remiting olarak baslayan hastaligin ilerleyip

Stable
Relapse
Progression

Classification

Click on graphs 1-4
for a description.

1. BENIGN MULTIPLE SCLEROSIS
N P P

2. RELAPSING REMITTING MULTIPLE SCLEROSIS

e~

3. SECONDARY CHRONIC PROGRESSIVE

4. PRIMARY PROGRESSIVE (10-20% OF PATIENTS)

<4 =-r=-@>0n-0

Sekil 2: MS’in simiflandirilmasi
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plato cizerek ilerlemesidir. Belirgin bir atak olmadan tablo gittikce ilerler.

C. Primer progresif- hastaligin %10 U bu sekilde baslar. Ozellikle ileri yaslarda
baslayan MS de daha siktir. Akut atak olmadan gittikge ilerleyen bir tablo
vardir.

D. Progresif relapsing - progresif olarak devam eden tablo icinde belirgin
ataklarin oldugu ve ataklardan sonra iyilesme olarak ya da olmadan hizla
ilerleyen tablodur [18].

2.2. MS GENETIGI

2.2.1. MS’in genetik temeller

Genler kalittimin birimleridir. Genler uzun spiral molekiil olan DNA’nin
parcalaridir. Her bir gen bir kromozomda lokus adi verilen spesifik bir yer isgal eder
ve her bir kromozom pek ¢ok gen icerir [19]. Insanlardaki farkli kromozomlar
tahmini olarak 30,000-40,000 gen bulundurur. Bu gen setlerinin biitiiniine insan
genomu denir. Pek ¢ok gen ikiden fazla alele sahipti ve aleller genlerin farkli

formlaridir [20] .

Insanlarda major histokompatibite kompleksi (MHC) olarak bilinen kromozom
6°daki gen kiimesi insan lenfosit antijenlerini (HLA genleri) iiretir. Ornegin, basarili
organ transplantasyonlart1 ve deri greftleri alict ve vericilerin histokompatilite
antijenlerinin uyumuna baghdir. HLA’lar beyaz kan hiicrelerinin yiizeylerinde
bulunan proteinlerdir ve immiin yanitta rol oynarlar. HLA kompleksi pek ¢ok gen
kiimesinden olusur. Bunlardan bir tanesi simif I ‘dir, HLA-A, HLA-B ve HLA-C’yi
igerir. Bu kiimenin komsusu sinif II ‘dir, HLA-DR, HLA-DQ ve HLA-DP’yi igerir.
Her birimiz kromozom 6’nin iki adet kopyasin1 tasidigimiz i¢in hepimizde iki HLA

haplotipi bulunur [21].



16

Ayrica, pek ¢ok alel kombinasyonu miimkiin oldugundan herhangi iki kisinin
miikemmel HLA uyumu gostermesi nadirdir. Ikizler bundan istisnadir ve ayn1 HLA

haplotipine sahiptirler, kardeslerde %25 eslesme sansina sahiptirler.

HLA alellerine 6zgii sekanslar immiin sistemin antijenlere yanit verme
kabiliyetlerini belirler. HLA sistemleri antijenlerin kendisine ait olup olmadigini
belirler. Boylece HLA sistemindeki fonksiyon bozukluklar1 otoimmiin hastaliklara
sebep olur. Arastirmacilar belirli HLA alelleri ile MS gibi spesifik otoimmiin
hastaliklar1 arasinda iliski kesfetmislerdir. Bu hastaliklar biiyiik ihtimalle HLA ve
HLA olmayan etkilerin gevresel aktivasyonlariin sonucu olusur or; enfeksiyon [22].
DNA sekanslarindaki varyasyonlar kigiye 6zeldir ve sonraki nesle aktarilir. Bazi
hastaliklar tek gen varyasyonlariyla meydana gelir ve kalitilir. MS ise pek ¢ok gen

tarafindan tetiklenen bir hastaliktir.

2.2.2. MS genomiks

MS’1i hastalardaki genetik galismalar son 25 yilda US, UK ve Kanada’daki
coklu etkilenen ailelerde mikrosatellit tabanli ii¢ farkli tim genom 10cM
taramalarina yogunlastt [23-25]. Taramalarin konfirmasyonu 830 kardes ciftinde
4500 tek niikleotitli degisim (SNP) markorleri tizerinden tamamlandi.  Bu
caligmalarla beraber 60 genomik bdlgenin potansiyel olarak hastalik siiphesine
katkida bulundugu ve MS’in ¢ok genli bir hastalik oldugunu gosterdi. 700’iin
tizerinde MS ailesinin iizerinde yapilan 11 farkli calismanin meta-analiz verilerine

gore baglanti haritas1 (linkage map ) ¢ikartildi (tablo 1) [23-40].
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Chromosome NPL NPL= ML5= A=
(n=718) (m=633) (n=633)
2pl4 15 21 14 1.13
10pl5 19 21 19 1.13
1lptr 21 22 19 1.30
16pl3 21 22 1.8 112
17g21 23 1.8 1.1 1.14
22q13 24 21 12 117

Tablo 1: MHC olmayan bolgelerdeki Linkage (Baglant1) Analizi[41]

Bu analizlerden istatistiksel dneme sahip esik degerini asan baglantilar sadece
kromozom 6p21.3 deki MHC bolgelerinde tespit edildi ve HLA smif II DR2
Haplotipi ( HLA-DRB1*1501-DQA1*0102-DQB1*0602) konfirme edildi [23-40, 42-
46]. Ilging olarak HLA-DR2 kopya sayisinin hastalik riski iizerindeki etikisi de
kesfedildi [23, 24, 26-39, 42-48]. HLA-DRB1’in MS siiphesindeki birincil rolii
patogenez modeli ile konsistent olmasidir, bu model T-Hiicre destekli myelin temel
proteini (MBP) nindeki 85-89 ‘uncu peptitlerine karsi otoimmiin cevabina katkida
bulunur [49-51].

DRB1501 ‘in kristal yapist diger DR2 iligkili olmayan DR molekiillerin
peptit baglanma domainlerinin ligandlardaki aromatik rezidiilerin biiyiik hidrofobik
P4 ceplerini tercih etmesi sebebi ile farklidir [52]. MBP i¢in bu cep 6ncelikli olarak
aromatik yan zincirli Phe92 ile doldurulur, bu yan zincir 6nemli primer c¢apa
(anchor) olarak rol oynar ve HLA-DRa0101/DRSI1501’ya ve yiiksek afinite ile

baglanmadan sorumludur.
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Sekil 3: MHC bdolgesi[41]

2.2.3. MS’de genetik heterojenisite

MS’1 tam olarak anlamak lokus heterojenisiteyi kavramaktan ge¢mektedir,
lokus heterojenisite farkli genlerin farkli kisilerin ayn1 ya da benzer ¢esit hastaliklara
sebep olmasidir. Bir caligmada 184 ¢oklu vakali US MS ailelerinde HLA-DRB1
lokusu ile baglanti1 (linkage) ve spesifik DR2 haplotipi (DRB1*1501, DQB1*0602)
ile giiclii iliski konfirme edildi [23, 24, 26-35, 37-40, 42, 44-46].

Dikkat ¢ekici olarak biitiin baglanti (linkage ) bilgileri ve iligki delilleri en az
bir iliyesi bulunan DRB1*1501 tasiyan ailelerden elde edildi. Klinik olarak ayirt
edilemeyen DRB1*1501 negatif aile setlerinden HLA lokusunun hi¢bir genetik etkisi
fark edilemedi. Aslinda DRB1*1501 negatif ailelerde HLA-DRB1 civarindaki 20cM
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baglantisi hari¢ tutulan sonuglar gosteriyor ki MS’de HLA lokusunda heterojenisite
bulunmaktadir [35].

2.2.4. Genetigin MS’deki Rolii

Genetik faktorler bireylerin immiin sistemlerini ve bu sistemlerin yabanci
antijenlere yanitlarini etkiler. Genler bireylerin hiicrelerindeki MHC molekiillerinin
cesitliligini belirler. Ayrica genler T hiicrelerindeki T hiicre reseptor dizilerini
etkiler. Baz1 MHC genleri MS’le dogrudan iligkilidir [53]. Fakat genler kisinin MS
siiphesindeki tek faktor degillerdir. Ornegin hastalik iliskili MHC molekiilleri tasiyan
her birey MS’ yakalanmaz [24, 54]. Calismalar gosteriyor ki kromozom 12 bulunan
interferon gama genindeki varyantlarda MS siiphesiyle iligkili olabilir [55]. Bu
varyantlar erkeklerde ve bayanlarda farkli olarak bulunur ve MS bayanlarda yiiksek
prevalansta bulunur [55]. 1996 yilinda arastirmacilar genomdaki 20 lokasyonun
MS’le iliskili oldugu bulundu [56]. Sonug olarak, arastirmacilar inaniyor Ki spesifik
gen kombinasyonu kalitilirsa bireylerde MS siiphesi gelisebilir [53].

Epidemiyolojik bulgular destekliyor ki MS’de poligenik kalitim yatkinligi
gdstermekte. Insan 16kosit antijeni (HLA) DR2 tasiyiciligt MS riskini artirmaktadir.
HLA-DR2 MS’deki kesin genetik iligkilerden bir tanesidir. Kuzey Avrupa’daki MS
hastalarmin %60 ‘1 DRB1-1501 (DR2 haplotipi) pozitiftir saglikli bireylerde ise bu
oran %30’dur. Sonug¢ olarak HLA-DR?2 alel kiimesi ile iliskilidir ve MS gelistirme
riskini %30 oraninda artirmaktadir. Bu haplotip i¢in risk diisiiktiir MS gelisimi i¢in
ne yeterli nede gereklidir [57]. HLA-DR2’nin varhigimi tespit igin kan testi vardir.
Fakat bu test verilerin giivenilir olmamasindan dolayr Kklinikte rutin olarak

Onerilmemektedir.

MS bayanlarda erkeklerden iki kat fazla goriilir [19]. Son ¢aligmalarda

interferon gama ekspresyonunun cinsiyete gore degistigi gozlenmistir. Interferon

gama Y MS’de koétiilestirici bir etkiye sahiptir. Interferon Gama’ni ekspresyonunu



20

etkileyen varyantlar MS siiphesini etkiler ve degisik hastaliklara sebep olur. Genel
olarak yiiksek interferon gama ekspresyonu yiiksek MS siiphesine gore artan Th-1
hiicre yanitina sebep olur. Bu ¢alisma erkeklerde yiiksek interferon gama seviyesine
sebep olan varyantlar erkeklerde daha az goriiliir [55]. Sonug olarak interferon gama

genindeki polimorfizimler farkli MS hassasiyetlerine katkida bulunur.

MHC genleri disinda MS analizleri son zamanlara kadar ¢ok da basarili degildi.
Eski yillardaki calismalar ikna edici asamalardan uzak veriler hayal kiriklig
olusturdu ve veri uyumsuzluklari tartismalara yol ag¢ti [58]. Simdilerde iliskili
genlerin belirlenmesinde iki 6nemli konu kafa karigikligina yol agmakta makul
Olciide etkilerin bireysel loci’lere katkisi ve yliksek 6l¢ekli genom verilerinden ortaya
cikan basarisiz istatistiksel sonuglar [59]. MS’de iliskili genleri bulmak samanlikta

igne aramaya benzetilebilir

2.2.5. MS’deki Ailesel Riskler

Genetik faktorlerin MS’de rollerinin oldugu diisiincesi 1980ler de ailesel
agregasyonun tanimlanmasi ile basladi [60, 61]. Ilk genetik iliski HLA smif I
antijenleri olarak 1972°de rapor edildi [62, 63]. Fakat, 30 yil boyunca sistematik
genetik epidemiyolojik ve molekiiler genetik calismalar 6nemli yok kat etse de
ragmen hala MS’in gercek etiyolojisini, ¢cevrenin ve genlerin iliskileri tam olarak

anlasilamadi.

2.25.1.  Evlathk Cahsmalar

Elimizdeki en iyi bilgilere gore MS’deki evlatlik ¢alismalar1 ve yari sibling
calismalar1 bu c¢esit bir otoimmiin hastalik da ki tek c¢alismadir. Evlathik
caligmalarindaki sonuglar gosteriyor Ki c¢ocuklugundan veri MS’li evlat edinen

akrabalar tarafindan yetistirilenler genel popiilasyona gore daha fazla MS’ e
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yakalanmiyorlar. Bu veriler gosteriyor ki MS’in ailesel agregasyonu c¢evre

paylagimindan daha ¢ok genetik paylasimla iliskilidir [42]

2.2.5.2.  Yan sibling

Yar sibling deki rekiirrens risk calismalar1 kompleks 6zelliklerdeki ebeveyn
spesifik etkisinin genetik ve ¢evresel varligini test etmek i¢in giiglii bir metottur [64,
65]. Rekiirrens riskleri karsilagtirmadaki verilerin ayrimi igin bu g¢alismalardaki
ornek sayist oldukga yeterlidir [27]. Yar1 sibling ¢alismalardaki sonuglar gosterdi ki
genetik paylasimdaki ve ailesel olmayan c¢evredeki evlatlik verileri hastalig1 ailesel
agregasyonu ic¢in onemlidir [27]. Ayrica veriler gosterdi ki yari sibling rekiirrens
riski (1.32%) ayni ailedeki tam sibling rekiirrens risk (3.46%) ‘den onemli Olciide
diistiktiir.

2.25.3. Iikizler

Klasik ikiz caligmalar1 ¢evre ve genetigin katkisini ayirmak icin ilk olarak Galton
tarafindan O6nerilmistir [66]. Popiilasyon tabanli ¢alismalarda goriildii ki monozigotik

konkordans dizogotik konkordansa gore oldukg¢a fazladir  (Tablo 2).
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Referance Pairwize = Palrwise

monozygotic dizygotic twin
twin concordancs concirdance

Thums, 1838 /14 1/36 (2-8%)
Barmmer et al, 1960™ 146 [16-7%) T 286 %)
Mackay and Myanthopoulos, 1866 B/36 (16-T) A6 (115 %)

Candrowsid, 1968= o3
Gariner-Thorpe and Foster, 1875 O/ .
Aobowick et &, 1978~ 25 [40%) o
Wilkrmes et @, 1980 B/12 (50%) 212 [16-7%)
Currier and Ekrioge 1982 /22 (36-47%) 279 (10-3%)
Hatbarg and Holm, 1882~ 419 (2119 1/28 (3-57%)
¥innunean ot al, 1087 1711 81 %) 10
¥innunan ot al, 10aa® 2T (286 %) OB

Franch Aesearch Group, 1982+ 117 59 %) 1437 [2-7%)
Mumiond et al, 1994 11/44 (25%) 281 (3-3%)
Wiler et @, 2003™ 24/133 (180%) 221 419
Tota B2/308 (20-1 %) 23452 [5-1%)

Tablo 2: Secilmis ikiz calismalar: [67]

2.2.5.4. Konjugal MS

Kanada’da ki caligsmalarda goriildii ki her iki ebeveynin de MS oldugu
vakalardaki ¢ocuklarin MS’ e yakalana riski (30.5%) tek bir ebeveynin MS oldugu
cocuklarin riskine (2.49%) gore oldukg¢a fazladir. Kanada verileri gosterdi ki 13.000
MS’li esin hastalik ilerleme hiz1 genel popiilasyon riskine gore ¢ok farkli degildir.
Bu verileri Ikizler, yari sibling ve evlathk calismalarinda ki biitiin verilerle
birlestirince goriiliiyor ki MS’in normal bir ailedeki gecisinin ¢gocukluk ve yetiskinlik

donemindeki degiskenligini destekleyen deliller yeterli degildir [27, 36, 42].

2.2.5.5.  Akraba Evliligi

Beyaz irklarda akraba evliligi yaygin degildir. Akraba evliligindeki ¢ocuklarin

rekiirrens risklerinin popiilasyon tabanli ¢alisildigi bir arastirma gosteriyor ki anne
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babasi akraba evliligi yapmis ¢ocuklart rekiirrens riski akraba evliligi yapmamis

ebeveynlerden 4 kat daha fazladir [68].

2.2.5.6. MS’de cinsiyet etkisi

Bayanlarda MS’ goriilme sikligi erkeklere gore 2 kat daha fazladir [69]. Bu oran
bulugdan Onceki oranda artar ve cografyaya gore farklilik gostermektedir. Fakat
erkeklerdeki hastalik ekspresyonu en az 25-35 yaslarinda ki bayanlardan daha
fazladir [70]. Mikrokimerizm MS siiphesini artirir ve cinsiyet egilimli MS’le direk
iligkisi vardir [71].

2.3. MULTIPLE SKLEROZ‘DAN SORUMLU GENLER

2.3.1. HLA bolgesi genleri

Son zamanlara kadar pek ¢ok baglanti (linkage) ve iligki ¢aligmalarina gore sadece
kromozom 6p21 ‘deki HLA siif II HLA-DR2 haplotipinini MS’le 6nemli bir iligkisi
bulunmustu. Bu haplotipin ii¢ aday risk geni, HLADRB*1501(HLA-DR2b’yi
kodluyor), HLADRB5*0101( HLA-DR2a’y1 kodluyor) ve HLADQB1*0602 ( HLA-
DQ6’y1 kodluyor) olduk¢a yakin iligkili ve beraber kalitiliyorlar [72]. Sonug¢ olarak
klasik genetik caligmalar bunlar1 ayirmakta basarili olmadi. Son zamanlardaki daha
giiclii genetik calismalar gosterdi ki HLADRB1*1501 MS’deki ana siipheli aleldir
(Sekil 4) .

[73, 74]. 1liski kuzeydogu Avrupallar ‘da daha giicliidiir fakat Akdeniz
popiilasyonlar1 hari¢ diger popiilasyonlarda da goziikiir, Akdeniz’de DR4 yaygindir.
HLADRB1*15 MS i¢in tek risk aleli degildir [75].
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Sekil 4: MS’in bagil risklerinin alellere gore degisimi[76]

2.3.2. HLA dis1 genler ve GWAS calismalari

Son zamanlara kadar HLA risk geninden baska genlerin tespit edilememesinin
pek ¢ok nedeni var. Birincisi HLA disindaki diger alellerin risk katkilar1 oldukga
diisiiktiir. Buna ilaveten diinya genelindeki popiilasyon ¢alismalar1 oldukga heterojen

ve en biiyiik faktor giiclii istatistiklerin olmamasidir.

Bu istatistiksel sorunlar1 agmak i¢in Uluslararast MS Genetik Konsorsiyumu
(IMSGC) 931 ailedeki 500.000 SNP arrayi kullanarak GWAS (Genom Wide
Association  Study-genom genisliginde iliski ¢alismalar1) gergeklestirildi  ve

12000°den fazla 6rnek i¢im analiz yapti.
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Sonuglar MHC olmayan 16 SNP’i 13 gen bolgesinde az etkili olarak tespit etti
(Tablo 3). Fakat sadece IL2RA geninde ki MHC olmayan SNP ‘lerde MS’le 6nemli
ilisikler bulundu (p=2.96X107%) [77]

Gene Chr Furnetion Disease
IL7R 5 Homemstast of the memory T-cell pool T
2R 10 Reguladon of T-cells TID, Graves” dsasse
CLEC16A 18 Prowvides signals for dectsions betwean AddEais disease, TID
tode rance and immmuendty
D26 Adhesion and oo-5timiilation T-cells TID, RA, Gravesdisease, Croln's disease
CYP27E1 12 Hydroxylates 25-hydraxyvitamin D into the T
bioactive form
THFESF1A 12 Influences the THFx pathway Tumor mecrosts factor xsociated periodic
syndrome | TRAPS)
O 20 Regulams of himnoral and cellular i mmwndcy RA, Graves disexse
D58 1 Influences T-cell proliferation and diffe rent ation RA
STAT3 17 Invortved in multiple pathways and fundions, ind wding D0, UL, hyper-igE symndrome

the Jak-5TAT pathway, newron axonal guidance, apoptosis,
activation of immune responses and Th17 @1l differentiation

Tablo 3 : Baz1 MS risk genleri diger hastalik risk genleri ile cakisabiliyor [76].

Ucgiincii gen olarak IL7R ikna edici fonksiyonel destekler elde edildi [78, 79].
Daha sonra 111,019 hasta ve 12,616 kontrol de katilimli analizle genom-wide 6nem
siras1 kuruldu [80].

Gortldi ki ti¢ alelik varyantlarin risk sekanst ¢ok goriilen varyantlardandir
(risk alel sikligi >%10 ve <%90). Biiyiik ihtimalle MS epistaz1 ve epigenetigi MS
deki direkt olmayan biyolojik yolaklarda olusur.

GWAS caligsmalarindaki MHC olmayan bolgelerdeki iliskili genler sunlardir:
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 g¢ekici olarak bu molekiillerin ¢ogu

immiin fonksiyonlarla iligkilidir (tablo 4).
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MSGENE - TOP RESULTS

[4]eack |[searcH|[mETHODS |[DiscLAIMER |[cREDITS

Status: Updated 25 November 2011

RANKING BASED ON HUGEMET INTERIM GUIDELINES FOR THE ASSESSMENT OF GENETIC ASSOCIATION STUDIES

# Gene Polymorphism | Ethnicity OR (95% CI) | P-value |N minor (Grade) (12 (Grade) | Bias Reason (Grade) | Overall Grade | Bayes Factor (log10)
1 |HLA-DRB1 rs3135388 All 2.27 (2.04-2.54) | 1.62E-48 1768 (A) n.a. (A) (A) A 41.7
2 |mara rs2104286 |Caucasian |0.82 (0.79-0.85) | 1.49E-24| 16087 (A) n.a. (A) (A) A 215
3 |7 rs6897932 |Caucasian |0.84 (0.81-0.88) | 6.04E-20| 19322 (A) n.a. (A) (A) A 17.0
4 |1AGAP rs1738074 All 0.88 (0.86-0.91) | 1.78E-15| 31160 (A) n.a. (A) (A) A 12.6
5 |cLEC16A rs12708716 All 0.83 (0.79-0.87) | 2.00E-15| 13224 (A) n.a. (A) (A) A 12.6
6 |Evis rs11810217 All 115 (1.11-1.19) | 2.22E-15| 19829 (A) n.a. (A) (A) A 12.5
7 |GWA 16q24.1| rs17445836 |Caucasian |0.83 (0.80-0.87) | 2.44E-15 9646 (A) n.a. (A) (a) A 125
8 |GWA 5p13.1 | rs4613763 All 1.20 (1.14-1.25) | 9.44E-15 9813 (A) n.a. (A) (a) A 11.9
o |TTC34 rs4648356 All 0.88 (0.85-0.91) | 1.53E-14| 23422 (A) n.a. (A) (a) A 11.7
10 | AHI1 rs11154801 All 113 (1.10-1.17) | 2.68E-13| 26365 (A) n.a. (A) (a) A 10.5

Tablo 4: MS’den sorumlu genler[89]

2.4. IL2RA GENIi

24.1.

IL2RA RESMI iSMi

Bu genin resmi ismi “interlokin 2 reseptor , alfa” dir.

IL2RA genin resmi semboliidiir. IL2RA ayrica asagidaki diger isimlerle de bilinir:
CD25, IDDM10, IL2R, TCGFR
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2.4.2. IL2RA FONKSIYONU

Interldkin 2 (IL2) reseptor alfa (IL2RA) ve beta (IL2RB) zincirleri yaygin gama
zinciri  (IL2RG) ile birlikte IL2 reseptoriiniin yiiksek affinitesini saglar.
Homodimerik alfa zinciri (IL2RA) diisiik afinite resept6r olustururken homodimerik
beta zincirleri (IL2RB) orta diizeyli afinite olusturur. Integral membran proteini,
¢oziinebilir IL2RA normalde ekstraseliilar membran proteolizi sonucu izole edildi ve
belirlendi. Alternatif olarak splays olan IL2ZRA mRNA’s1 izole edildi fakat 6nemi
hala bilinmiyor. Bu gendeki mutasyonlar interlokin 2 reseptor alfa eksikligi hastaligi
ile iligkilidir [90].[ RefSeq, Nov 2009]

2.4.3. IL2RA’DAKI DEGISIKLIKLER

Genetics Home Reference IL2RA genindeki degisiklikleri su hastaliklarla
iligskilendiren bilgiler vermistir: Graves disease, juvenile idiopathic arthritis, multiple
sclerosis, rheumatoid arthritis, type 1 diabetes. Ayrica OMIM katalogunda
belirtildigi tizere Diabetes mellitus, insulin-dependent ve Interleukin 2 Receptor,
alpha, deficiency fenotipleride IL2RA genindeki degisikliklerle iligkilidir[91].
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2.44. 1L2RA GEN LOKASYONU

=T By E & B $gu ¢
Pry ¥ opifg

Sekil 5: IL2RA Gen Lokasyonu

Sitogenetik Lokasyon: 10p15-p14. Kromozom 10’daki Molekiiler Lokasyon: baz
¢ifti 6,052,656 'dan 6,104,330'a kadar. IL2RA geni kromozom 10’un kisa (p)
kolundaki 15 ve 14. Pozisyonlar1 arasindadir [91].

2.45. IL2RA GEN YAPISI

IL2RA geni 8 ekzonludur ve 4 adet transkript olusturur.

<i23A-004

Gens Legend B protein coding W processed transeript
= merged Ensembliiavana . RNA gene
. pscudogene

Sekil 6: IL2RA gen yapisi[92]
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DNA/RNA
n ILZRA 3339 chr1d:6052656-6104333 - (10p13.1) 1 transcript UCSC - hg19 Feb 2009
@5“1
- L
—_—
1 R
i o0 —
] — o
E—

<- pter cen-> Ky

T T T T T
5800 G000 6100 G200 G300
M 000417 (8 exons) ‘ | | |
] TEH o4 3% 1
_I I : I (1Dp15.1)| kh from pter :
040 60450 BOEO G070 G080 60490 6100 6110

Sekil 7: IL2RA Ekzon yapisi1[93]
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. PRIMER TASARIMI

1. ENSEMBLE veri tabanindan gen sayfasina girilir ve varyasyonlar gosterilir.

BLAST/BLAT | BioMart | Tools | Downloads | Help & Documentation | Blog | Mirrors

Gene: IL2RA

juman v
Gene-based displays

F Summary Gene: IL2RA EnsG00000134460
- Splice variants (4)
- Transcript comparison Description interleukin 2 receptor, alpha [Source:HGNC Symbol:Acc:6008]
I Supporting evidence ) .
SEq T Location Chromesome 10- 6 052 652-6 104 288 reverse strand
L Secondary Structure INSDC coordinates chromosome:GRCh37-CMO00672.1-6052652:6104288:1

- Extemal references .

- Regulation Transcripts This gen has 4 transeripts (splice variants)

I Expression
Comparative Genorrics
|- Genomic alignments
& Gene tree (image)

Gene tree (tax) Name ~ TranscriptID | Length (bp) Protein ID Length (aa)  Biotype | CDS incomplete  CCDS
Eem tree (alignment) IL2RA001 ENST00000379959| 3176 ENSP00000359293 212 Protein coding - CCOST076
Gene gain/loss tree IL2RA-002 ENST00000379954 1662 ENSP0000369287 200 Protein coding - -
g;‘r”:‘;“ggu”;s @7 IL2RA-004 ENST00000256876 1006 ENSP00000256876 263 Protein coding . .
Protein families (1) IL2RA-005 | ENST00000447847 326 ENSP00000402024 109 Protein coding 5and3 -
I Phenatype
Genetic Variation Marked-up sequence [ ]
Variation table
Variation image
Structural variation Key
- Extenal data
L Personal annotation Exons [Bl exons in this region ]| [IL2RA exons |
ID History
L Gene history Variations  [EEHmMEUTR 5 prime UTR

ownstream
[ssense

Fram eshift Intronic

¥ Configure this page

N Add your data

|
|
1

[Synonyrmous Upstream

4 Export data

>chromosome :GRCh37:10:6052052: 610488

1 cateatccTT TCTGGARGE cacHTTaT TGACAATGCACTTTCAGGAGCCCACHeCACTETGETE AR TEATERTCECTARTACA 105
106 GGTTATAAGCCTTGGGGAATIATTIATGAATTCTCAGGATCHTTCAGTTCGCHCATCCTTCTCCATTATTTGARTATTGGAGGCTGCCTGACCAGARTCTTGIC 210

211 AGGACTTTGCTCCTTCATCCCAGGTGGTCCCEGCTGACTCCT! TACAGCCCT! TCAGCTTATGAAGTGCTGGGTGAGACCACTGOCRR 315
6 thi 316 GAAGTGCTTGCTCACCCTACCTTCAACGGCAGGEGARTCTCCCTCTCCTTTTATGGCEGTAGCTGARGARAGEATTCATARATGAAGTTCARTCCTTCTCATCAA 420

421 CCCCAGCCCACACCTCCAGCAATTGARCTTGARAAAAANAACCTGETTTGARAAATTACCGCARACTATATTGTCATCARRRARAA R A A A A L flin \BBACTTC 525

th Download view as RTF 526 CTATATTTGAGAT TGCTAGECACTTTCCTEECTGARCACGCCAGCCCARTACTT. CTCCTGACTCC: ToGA 630

631 CCCAC \GCCCAGGCGGACCGATCTTCCCATCCCACAT TGEC TGACGGC. c  73s

“56 mocacr ROTCCCAATGITCAGD rrcar TGOTCACGTTCATCATRTOCCTGRCTOOCAGGOARRT 520
841 AAGGGCCTGTEEETECCCCCEEAATTCCREEARGECTGATEEECATCCCTCTTCCCAGCCACAGAACT: CCCCAGGTAGATGGTT 945

546 TTEAATCTHEEETTCCACCTCTTECCTGTRACCCACGEEEACCCCAGTTTATECCTCACTATTCCTTGETClETCALGAGAGCCTEARATAGCETTAGETICTCC 1050
1051 TGACAATTARTTCTGGEAAGAATAGTGTGECATGATATTTGGEATATTTGGATGTTARCANGGTCCCEATGAGCAGETITICTCARGRAR 1155
1156 TTATCTTTTATICTICAATGARITTCCTIRTATICTCTGCACTCCCACCCCCCAAC CTATC: TCTTTAAGTTCAGGTTAATITGCIRGARAC 1260
1261 ATGAGTACTCAQATATCAAACACTGGGAGAATTTAAGATCTCAGARAAGTTTAGCTTCAAGGATGTATANACTGCTTITACGTCTTAGGAAANAACACCTAGGAR 1365
1366 TTTCCTTACAAGTGCAACTTTABAGAAATTTTTAAARATATGCATACTCACTTTTAGAACATTACTACTTCTCATARTCCTATGTATATACATGATATGTATATE 1470
1471 TATACGTGTTTATATATGCARATTTTARATTTCATTCCTTGTTTCARATGEATTTTCTCGAAGTTTTTTTTTTTTGACACTGTCTCTGTCAGCCAGACTGEAGT 1575
1874 ArBATRACECERTATTA ~TACBE J rertraclin PR TLATAACTARRLATACIARCATACACCACTACAS  14RA

Sekil 8: Ensemble veri tabanindan gen referans dizilimine ulagilmasi

Configure Page

. "
Display options
5" Flanking sequence (upstream): 600 * (Maximum of 1000000)
%, Load configuration
I Flanking sequence (downstream): 600 * (Maximum of 1000000)
# Reset configurati
Humber of base paie per row: e —
Additional exons to display: Core exons -
Orientation of additional exons: Display exans in both orientatior ¥

Show variations: Yes B
Hide variations longer than 10bp: Yes B
Filter variations by consequence type: o fiter

3 prime UTR variant
| 5 prime UTR variant
Coding sequence variant
i Downstream gene variant

Line numbering: Relative to this sequence -

Display pop-up information on mouseover: Yes B

Fields marked * are required




2. IL2RA gen dizisi 5000 bazlik pargalara ayrilir. 80 KB’lik gen i¢in 12 adet blok

tiretilmigtir.

50kb
=
—
—
—
—
—
—
—_—
A—
—_—
| I
f—

af—

Sekil 9: IL2RA geninin bloklara boéliinmesi

3. FAST PCR yazilim1 kullanilarak bu uzun amplikonlar1 ¢ogaltacak primerler
tasarlanir. Uzunluk; 24-28, Tm; 62-70, GC;44-66 araliklar1 segilir
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File Edit Tools Run Help
SR EREHG (X e f e

PCR primers design | in silico PCR | Oligo test | Primers listanalysis | Oligos assembly | Restriction | Tools

\g P M={A/C) R={A/G) W={A/T) S=(GIC) Y=(C/T) K={G/T) V={AIGIC) H={A/C/T) D={A/G/T) B={CIG/T) N={AIGIC/T)

PCR Primer Design Options Special Settings for Primer Design Parameters for PCR Product Analysis
Length range (12-500 nt): 24 28 () Default PCR criteria
Synchronizing Tm (*C) and dG (kcal'mol) for primer pair (£): 5
Tm range (40-70°C): 82 70 (0] Leng distance PCR
Limit for compatible combination of pair primers: 10
CG content range (30-70%): 44 66 ) Quantitative PCR
Quality fimit (0-100%): 70 o Degenerate sequence
Linguistic ity (30-100%): 75 () Difficult sequence [] Multiplex PCR
D Polymerase extension cloning (OE-PCR)
3-end (53}  sswwsssws | [] inverted PCR
Primer 5'-end tail‘ |:| Circular sequence
Minimal difference between PCR products, bp:
Alternative amplification (non-specific binding) control |:| Unique PCR Maximal difference between Ta of PCR products (£°C):
|:| QOverlapping primers |:| ‘Group-specific PCR Maximal difference between dG of primers (kcalimol):

|:| C == T bisulphite conversion Limit for muttiplex PCR compatible combination of pair primers:

[] Microarray design

5145 | Pre-designed primers (probes) list

>chromosome:GRCh37:10:6052052: 6104888 :-1 B
1 CATGATCCITYAAGAGAAAGARATCTGEARGCAAMACACYTTATARA ATEACAATGCACTTTCAGGAGCCCARRGCACTGTGETGARATGATGATGECIASTACE 105
106 GETTATAAGCCITGGGGAATTATTTATGARTICTCAGGATCYTTCAGTTCGCYRCATCCTICTCCATTATTIGARTATTGEAGGCTGCCTGACCAGARTCTIEIC 210
211 AGGACTITGCICCTICATCCCAGGTEETCCCEECTEACTCCTGAGEAYGTTACAGCCCTGAGEGEAGEACTCAGCTIATGARGTGCTEGETGAGACCACTGCCAR 315 T
316 GAAGTGCTTGCTCACCCTACCTTCARCGGCAGGGEARTCTCCCTCTCCTTTTATGEEYGTAGCTGARGARAGGATTCATAARTGAAGTTCAATCCTTCTCATCAR 420
421 CCCCAGCCCACACCTCCAGCARTTGRACTTGARAARRRMARCCTGGTTTGARAARTTACCGCARACTATATTGTCATCARARRARAARARARRAMMARACACTTC 525 H
526 CIATATTTGRGATGRGAGARGAGAGTGCTAGECAGTITCCTGECTGARCACGCCAGCCCRATACTTARRGAGAGCAACTCCTGACTCCGATAGAGACTGEATEEE 630
631 CCCACRRGGETGACRGCCCRAGECGEACCGATCTTCCCATCCCACATCCTCCRECGSGATGCCARRARGAGECTGACGECRACTGEGCCTTCTECAGAGRRAGACC 735
736 TCCGCTTCACTGOCCCGECTHEICCCRAGEETCAGEAAGATGEATTCATACCTGCTEATGTEEGGACTGCTCACGTICATCATRGTGCCTGECTGCCAGECARGT 840
841 RAGGECCTGTGEETECCCCCEERATTCCGEERAGECTGATEEGCATCCCTCTICCCAGCCACAGRACCAGAGEGAGTCCCCAGGTAGRTGETICCARGARGGEAG 945
946 TTGARTCTYGEETTCCACCTCTTGCCTGTEACCCACEAGEACCCCARTTTATGCCTCACTETTCCTIGATCYSTCARGAGAGCCTGARATAGCMTTAGSTTCTCE 1050
1051 TGTCCTTCTCAGTCSTTGACAATTAATTCTEGGAAGANTACTGTGECATGATATTTSGGATATTTGEATGTTAACARGGTCCCGATEAGCAGSTTICTCARGARE 1155
1156 TTATCITTIATTCTICAATGARTTICCTTRTATICTCTGCACTCCCACCCCCCARCTARGARGCTATCAGEARGCTCTTTARGTICAGGTTARTTTGCTRGARAC 1260
1261 ATGAGTACTCAYATATCARACACTGGGAGART TTARGATCTCAGARRAGTITAGCTICARGEATGTATAYACTGCTITTACGTCTTAGGAAAYARCACCTAGSAR 1365
1366 TTTCCITACAAGTGCAACTITAYAGARATTITTARARATATGCATACTCACTTTTAGAACATTACTACTICTCATARTCCTATGTATATACATGATATGTATATG 1470
1471 TATACGTGTTTATATATGCAAATTTTAAATTTCATTCCTTGTTTCARATGGATTTTCTCGARGATTTTTTTTTTTTGACACTGTCTCTGTCAGCCAGACTGEAGT 1575 I~

4] il [ 1]

1:5145nt: A=1411.7 G=1099.2 T=1490.0 C=1144.2 R=2510.8 ¥=26342 R/v=0953 GC=43.6% Tm=82.6°C Reading Sequence(s)

Sekil 10: FAST PCR yaziliminin kullanimi

4. Tasarlanan primerlerin varyasyon bolgelerine gelmesinden kaginilir ve her bir
primer NCBI veri tabanu ile blast yapilir. Primerlerin hairpin, self-dimer,

heterodimer 6zellikleri incelenir ve uygun aralikta olmasina dikkat edilir.
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3 M=(A/C) R={A/G) W=(A/T) S={GIC) Y={C/T) K=(GIT) V={AGIC) H={AIC/T) D=(A/GIT) B={C/G/T) N={A/GICIT)

File Edit Tools Run Help

EeEREI (X [0

PCR primers design | in silico PCR_| Oligo test | Primers list analysis | Oligos assembly | Restriction | Tools

PCR Primer Design Options

Length range (12-500 nt). 24 28
Tm range (40-70°C). 62 70
CG content range (30-70%): 44 86
Quality limit (0-100%): 7o
Linguistic (30-100%) s
3-end (5F)_ sswwsssws |

Primer 5-end tail‘

Alternative amplification (non-specific binding) control
[] Overlapping primers
[] ¢ == T bisulphite conversion

Special Settings for Primer Design
' Defautt PCR criteria
® Long distance PCR
) Quanttative PCR
&) Degenerate sequence

() Difficult sequence

[] Inverted PCR
[] Circular sequence

[] unique PCR
[] Group-specific PCR

[_] Microarray design

Parameters for PCR Product Analysis

Synchronizing Tm (*C) and dG (kcalimol) for primer pair (£): 5

Limit for compatible combination of pair primers: 10

[] Muttiplex PCR
[_] Polymerase extension cloning (OE-PCR)

Minimal difference between PCR products, bp:
Maximal difference between Ta of PCR products (2°C):
Maximal difference between dG of primers (=kcalmol)

Limit for multiplex PCR compatible combination of pair primers

Sequences 5145 r Pre-designed primers (probes) list r PCR primer design result r—l

rimers for:
[PrimerID
1F1_1_57-80
1F2_1_137-164
1F3 1_185-210
1F4_1_211-238
1F5_1_245-269
1F6 1 273-299
1F7_1_z89-312
1Fs_1_303-32¢
1F9 1 331-356
1F10_1_547-570
NF11_1 575-601
1F12_1_624-647
1F13_1_G€8-63L
1F14_1_686-710

Sequence {5'-3'} Length (nt}
cactttcaggagoccagrgcacty
TCtcaggatcytteagttegeyreates
ggaggctgcctgaccagaatetigte
2ggactTTgCctoCtTCatccoaggtggt
tgactcctgaggaygttacageect
gggaggactcagottatgaagtgctgy
1gaagrgctgggrgagaccactge
agaccactgccaagaagtgcttge
cctaccttcaacggoaggggaatote
agagrgeraggcagritectgget
acgccagcccaatacttaaagagagca
ggatggacccacaagggtgacage
atecccacatccteckgegsgatge
sgatgccaaaaagaggctgacggea

chromosome:grch37:10:6052052:6104888:-1

Tm("C)
24
28
26
28

dG(kcal/mel)  CG(%)
§2.8  -32.3 &0.4 78
g2.4  -36.1 sl.e 78
62.9 -34.3 57.7 93
§5.2  -36.8  53.6

£2.3  -32.4 540 =8
§2.3  -34.% 55.6 91
§3.4  -32.5 58.3 T8
£2.3  -32.0 542 T8
§2.6  -34.0 57.7 90
g2.6  -31.6é 4.2 23
£2.2 346 48,1 20
§3.8  -32.7 62.5 20
g6.4  -34.3  E4.6 T
64.1 -34.3 56.0 B3

Linguistic_complexity(%)

8o
73
T2

@ - mm o m o
Boom e D oo om oo

[T

Primer Quality (%)

1

[ D]

1:5145nt: A=1411.7 G=1088.2 T=1480.0 C=1144.2 R=2510.8 Y=2634.2 R/v=0.953 GC=43.6% Tm=826°C

Reading Sequence(s)

Sekil 11: FAST PCR yaziliminin kullanimi

3.2. HASTALARIN DNA iZOLASYONU

Bu proje kapsaminda toplanan kanlarin DNA izolasyonu Phenol-Cloroform yontemi

ile yapilmastir.

Kullanilmasi 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 yontemi ile DNA izolasyonunda izlenmesi gereken yol;
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1. 9ml RBC Lysis Buffer'in (1X) (+4’de) igine 3ml periferik kan konur ve iyice

karigtirilir.

2. 10 dk oda sicakliginda inkiibe edilir. Her 2 dk arayla karistirilir.
a.Heat block 70 dereceye ayarlanir.

3.2000 g de 10 dk santrifiij edilir.

4. Stipernatant, pelleti koruyacak sekilde yavasga dokiilerek uzaklastirilir. Kalani
pipetle cekilir.

5. Pelletin iizerine 350 ul 10-10 TE konur ve eppendorf tiipe aktarilir (TE ilave
edildikten sonra pipetaj yapilarak pellet ependorf tiipe aktarilir).

NOT: SDS ve Proteinaz K direkt sivinin {izerine pipetaj yapilarak birakilir.

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

7. 8 ul Proteinase K konur. Ependorf tiipiin agz1 parafilm ile kapatilir. Vorteks
yapilir.

8. 15 dk 700C de inkiibe edilir.
9. Vorteks yapilir.
10. 370C de overnight inkiibe edilir (Inkiibasyon siiresince vorteks yapilir).

11. Overnight inkiibasyon sonrasinda pellet tamamen ¢6zlinmiis ise 12.asamadan

devam edilir.

12. 5000 rpm de 15 dakika santrifiij edilir.
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NOT: %100 Ethanol (22 asamada kullanilacak) buza konur.

13. (Pellet olusmussa) Supernatant temiz bir tlipe transfer edilir (Pellet olusmamigsa

ayni ependorfla devam edilir).
14. Supernatantin iizerine 20 ul 5 M NaCl konur. Pipetaj yapilir. Vorteks yapilir.

15. (Phenolii kullanmadan 6nce ¢alkalayiniz) 400 ul Phenol eklenir (Ceker ocakta).
Hizlica alt-list yapilarak iyice karistirilmalidir. (Phenolle isiniz bitince +4’e 151k

gormeyecek sekilde koyunuz!!!)
16. 15.000 rpm de 15 dk 40C de santrifiij edilir.
17. 1ki faz goriiliir, iistteki Supernatant (seffaf faz) temiz bir eppendorfa aktarilir.

18. 400 ul CIA eklenir (Ceker ocakta). Hizlica alt-list yapilarak 1iyice

karistirilmahidir. Iki seffaf faz gézlenecektir.
19. 15.000 rpm de 15 dk 40C de santrifiij edilir.

20. iki fazdan iistteki seffaf kisim temiz bir eppendorfa aktarilir (iki faz arasinda

beyaz bir bolge olusmussa, o bolge ¢ekilmez).
21.18., 19. ve 20. Basamaklar bir kez tekrarlanir.

22. 1 ml %100 Ethanol eklenir (Ethanol buzun i¢inde sogutulur dyle konursa DNA
iplikcikleri daha rahat gézlenir).

23. 10 dk buzda inkiibe edilir.

24. Ependorf tiipler, tiip ve kapagin birlestigi nokta disa gelecek sekilde santrifiije
yerlestirilir. 15.000 rpm de 15 dk 40C de santrifiij edilir.
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25. Pelletin (DNA) nerede oldugu goriildiikten sonra dikkatli bir sekilde supernatant

atilir.

26. Pelletin iizerine 500 ul 70% Ethanol eklenir. Yavas bir pipetajla pellet ¢alkalanir.

27.15.000 rpm de 15 dk 40C de santrifiyj edilir.

28. Tim ethanol ¢ekilerek pellet kurumaya birakilir, 10-15 dk.

29. Pelletin biiyiikligiine gore 100-200 ul 1-1 TE pipetaj yapilarak eklenir. 15-20’lik

inkiibasyondan sonra vorteks yapilir ve nanodrop’da 6l¢iiliir.

Nano drop’da 6l¢iim yapildiktan sonra DNA etiketlenir ve -20 C’de saklanir.

Soliisyonlarin Hazirlanmast;

1.10-10 TE (10mM Tris — 10mM EDTA)

a. 10 mM Tris: 45 ml ddH20 igine 0.061 gr Tris (Trizma Base M/96) konur. pH 7.5
a HC1 (M/92) ile ayarlanir. Soliisyon 50 ml ye ddH2O ile tamamlanur.

b. 10mM EDTA: 0,5 M EDTA stogundan 1ml alinarak 49ml ddH2O ig¢ine eklenir.

c.Bu iki soliisyondan esit miktarlarda karistirilarak 10-10 TE hazirlanmis olur. Oda

sicakliginda muhafaza edilir.

2. 10 mg/ml Proteinase K

a. Hazir olarak satin alinmaktadir. Konsantrasyonunun 10 mg/ml olmasima dikkat

edilerek kullanilir.

3. 10% SDS
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a. 10 gr SDS 100 ml ddH20 i¢inde ¢oziilerek hazirlanir. Oda sicakliginda muhafaza
edilir.

4.5 M NaCl

a. 10 ml ddH2O0 iginde 2,9 gr NaCl ¢oziinerek hazirlanir. Oda sicakliginda muhafaza
edilir.

5. Phenol

a. Hazir satin alinmaktadir. +4 de muhafaza edilir. Phenol ilk defa agilacaksa
kullanilmadan 4-5 saat 6nce klavuzda belirtilen sekilde pH’1t DNA izolasyonuna
uygun noktaya kiiclik sisedeki soliisyon eklenerek getirilir. Kullanildiktan sonra

hemen yerine kaldirilir. Isiga duyarlidir.

6. CIA (chloroform/iso-amyl alcohol)

a. Hazir satin alinmaktadir (Hazir CIA yoksa chloroform/iso-amyl alcohol 24:1
oraninda karistirilir). Orn; 23ml chloroform,1ml iso-amyl alcohol seklinde...Oda
sicakliginda muhafaza edilir. Kullanildiktan sonra hemen yerine kaldirilir. Isiga

duyarlhdir.

7. 70% Ethanol

a. 15 ml dH20O i¢inde 35 ml Ethanol eklenerek hazirlanir.

8.1-1TE

a. 10-10 TE soliisyonunun 1/10 oraninda sulandirilmasiyla hazirlanir.

Izolasyon sonucunda kanlarin DNA miktarlarmin spektrofotometrede 6l¢iimiiniin

sonugclari;



38

3.3. KUTUPHANE HAZIRLAMA

Ornek PCR ve amplikon purifikasyonu

Gerekli materyal ve ekipmanlar

Forward and reverse PCR primerleri

* 0.2-mL PCR strip tiipler

+ 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

Ornek PCR

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

genomik DNA ‘y1 buzun iizerinde ¢oziliir.

2. Her bir amplikon i¢in esit hacimde 10 uM forward ve 10 uM reverse primerleri

karigtirilir.

3. Asagidaki kimyasallari sirasiyla 0.2-mL strip tiipe eklenir.
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Icerik Hacim
Platinum® PCR SuperMix High

Fidelity* 45 uL
20-50 ng genomik DNA 4 uL
10 pM primer karisim 1 uL
Toplam 50 uL

Tablo 5: Ornek Long PCR protokol icerigi

4. Tipleri Termal Cycler ‘a yiikle ve agsagidaki programi ¢alistirilir.

Asama Step Sicaklik Zaman

Holding Aktive 95°C 3dk
enzyme

Cycling (40 Denature 95°C 30 sn

cycles) Anneal 58°C 30 sn
Extend 68°C 1 dk/kb

Holding — 4°C 0

Tablo 6: Ornek Long PCR protokol sartlari
Calistigimiz PCR

Thermo Scientific / Long PCR Enzyme Mix

Gerekli malzemeler ve kullanilan miktarlar:

Ornek icin kullanilan miktarlar

10X Long PCR buffer with 15Mm 5ul
MgCl:

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: Cahsilan Long PCR protokol icerigi

Thermal cycle kondisyon;  Temperature °C __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: Calisilan Long PCR protokol sartlari

3.3.2. Amplikonlardan havuz olusturma, parcalara ayirma ve

saflastirma

Uzun amplikonlardan esit molaritede havuz olusturma

Gerekli materyal ve ekipmanlar

* Bioanalyzer® 2100 instrument

+ Agilent® High Sensitivity DNA Kit
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1.  Daha Onceki deneyimlerinizi kullanarak ya da bir onceki ornekteki PCR
protokolii ile 20-50 ng gDNA’dan >400 bp’den biiyiik hedefleri ¢ogalt ve her bir

amplikonu saflastirilir.

2. Olabilecek en yiliksek konsantrasyonda saflastirilmis amplikonlardan esit

molaritede havuzlar olusturulur.

a. Herbir amplikonunun 1 plL’sini Agilent® Bioanalyzer® ve Agilent® High
Sensitivity DNA Kit kullanarak analiz edilir.

b. Bioanalyzer® yazilimini kullanarak her bir amplikonun molar konsantrasyonunu

(nmol/L) belirlenir.

c. Herbir amplikonu esit molaritede birlestirilir.

3. Birlestirilmis havuzdaki toplam konstantrasyonu hesapla ve ng/uL formatina

cevrilir.

3.3.3. Ion Shear™ Plus reaktifi ile par¢calama ve saflastirma

Istenilen kiitiiphane boyutuna gore par¢alama kondisyonlarini seg.

Kiitiiphane boyutu Ortalama parc¢a boyutu
300 baz-okuma 270-370 bp
200 baz-okuma 200-300 bp
100 baz-okuma 100-200 bp

Tablo 9: Kiitiiphane ve ortalama parcalama boyutu



lon Xpress™ Plus Fragment Library Kit materyalleri

* Jon Shear™ Plus 10X Reaction Buffer

* lIon Shear™ Plus Enzyme Mix II

* lon Shear™ Plus Stop Buffer

e Low TE

Diger materyal ve ekipmanlar

* Nuclease-free su

* 1.5-mL Eppendorf® LoBind tiipler

0.2-ml PCR tiipleri

37°C su banyosu

P10-P20 ve P100-P200 pipetler

* Buz

Agencourt® AMPure® XP Kit

* Taze hazirlanmis 70% etanol

* Magnetik rack

42
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3.3.4. DNA parcalama

1. Havuz olusturma protokoliinde elde edilen verilerle 100ng ‘lik DNA’nin hacmi

belirlenir.

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

ile karistirilir 5 saniye spin attirtlir.

3. Asagidaki reaktifler 1.5-mL LoBind tiipe eklenir vorteks yapilir spin attirilir.

Icerik Hacim
Uzun amplikon havuzu, 100 ng Y puL

Ion Shear™ Plus 10X Reaction Buffer 5 pL
Nuclease-free su 35-Y uL
Toplam 40 uL

Tablo 10: DNA parcalama reaksiyon icerigi

4. P10-P20 pipet kullanarak, 10 pL Ion Shear™ Plus Enzyme Mix II 6rnege eklenir

5. P100-P200 pipet seti 40-uL hacime ayarlanir pipetaj yapilarak 8-10 kere

karistirilir, baloncuk olusmamasi i¢in vorteks yapilmaz.

6. Asagidaki uygun zamanlara gore tiipler 37°C su banyosu ya da isitict blokta

inkibe edilir.

Ortalama parca boyutu  Reaksiyon zamam Optimizasyon Arahg
270-370 bp (300 baz- 10 dakika 5-15 dakika

okuma kiitiiphanesi)

200-300 bp (200 baz- 15 dakika 5-30 dakika

okuma Kkiitiiphanesi)
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100-200 bp (100 baz- 40 dakika 30-60 dakika

okuma Kkiitiiphanesi)

Tablo 11: DNA parc¢alama reaksiyon zamani

7. Inkiibasyondan sonra 5 pL 0 lon Shear™ Stop Buffer hemen eklenir 5 sn vorteks

yapilir ve buzun lizerine koyulur.

3.3.5. Parcalanan kiitiiphanenin saflastirilmasi

1. Pargalanan DNA ornegine 99 pL  Agencourt® AMPure® XP reaktifi eklenir
(1.8X o6rnek hacmi), 5 kere pipetaj yapilir, spin attirilir ve oda sicakliginda 5 dk

inkiibe edilir.

2. Spin attirilir ve tiipler 3 dk magnetik raka yerlestirilir.

3. Tiipii magnetik raktan kaldirmadan 500 pL taze hazirlanmis 70% etanol eklenir.
10 saniye inkiibe edilir tiip iki kere dondiiriiliir, soliisyon temiz hale gelince

stipernantant kismi ¢ekilir ve atilir.

4. Step 2 tekrarlanir.

5. Kalan etanolden kurtulmak i¢in tlip spin attirilir ve tekrar magnetik raka koyulur

kalan supernatant pelleti rahatsiz etmeden 20-pL pipetdr ile ¢ekilir.

6. Tiip magnet iizerinde oda sicakliginda 5 dk’ligina agz1 agik bir sekilde kurumaya

birakilir.
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7. Tip magnetik rakdan alinir ve 25 pL Low TE direk olarak peletin iizerine eklenir

siispansiyon 5 kez pipetaj yapilir ve 10 saniye vortekslenir.

8. Tiip spin attirilir ve soliisyon temizlenene kadar en az 1 dakika boyunca magnetik

raka koyulur. Siipernatant iceren eliit edilmis DNA yeni bir 0.2-mL PCR tiipiine

peleti rahatsiz etmeden konulur.

3.3.6. Adaptor baglamasi, ¢entik -tamiri, ve saflastirma

Plus Fragment Library Kit i¢in gerekli olan materyaller

* 10X Ligase Buffer

» Adapters (for non-barcoded libraries)

* DNA Ligase

* Nick Repair Polymerase

+ dNTP Mix

e LowTE

Ion Xpress™ Barcode Adapters Kit i¢in gerekli olan materyaller

* Jon Xpress™ P1 Adapter

* Jon Xpress™ Barcode X (1 barcode adapter per library)

Diger materyal ve ekipmanlar

* 0.2-mL PCR tiipler



* Thermal cycler

* Nuclease-free su

* Agencourt® AMPure® XP Kit

* Taze hazirlanmis 70% etanol

* Magnetik rak

3.3.7. Adaptor baglamasi ve ¢entik tamiri

1. 0.2-mL PCR tiipiin igine asagidaki reaktifleri ekle ve pipetaj yap.

Barkodlanmayan kiitiiphaneler i¢in

Icerik Hacim
DNA ~25 uL
10X Ligase Buffer 10 uL
Adaptorler 2 uL
dNTP Mix 2 uL
Nuclease-free Su 51 uL
DNA Ligase 2 uL
Nick Repair Polymerase 8 uL
Toplam 100 pL

Tablo 12: Adaptor baglamasi ve centik tamiri reaksiyonu icerigi
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2. Tipt thermal cycler “a yerlestirilir ve asagidaki program galistirilir.

Asama Sicaklik Zaman
Hold 25°C 15 dk
Hold 72°C 5dk
Hold 4°C oo*

Tablo 13: Adaptor baglamasi ve ¢entik tamiri reaksiyonu sicaklik ve zaman

3. Biitiin reaksiyon karigimi 1.5-mL LoBind tiipe aktarilir.

3.3.8. Adaptor Dbirlestirilmis ve c¢entik diizeltilmis DNA’nin

saflastirilmasi

1. Agencourt® AMPure® XP Reagent asagida gosterilen hacimde 6rnege eklenerek
5 kez pipetaj yapilir spin attirlir ve oda sicaklifinda 5 dakika iinkiibe edilir

Kiitiiphane Boyutu Agencourt® AMPure® XP Reagent
hacmi

200- yada 300- baz okumasi 140 pL (1.4X 6rnek hacmi)

100-baz okumasi 180 uL (1.8X 6rnek hacmi )

Tablo 14: AMPure® XP Reaktifi hacmi

2. Spin attirilir ve tiipler 3 dk magnetik raka yerlestirilir.

3. Tiipli magnetik raktan kaldirmadan 500 pL taze hazirlanmis 70% etanol eklenir.
10 saniye inkiibe edilir tiip iki kere dondiriiliir, soliisyon temiz hale gelince

stipernantant kismi ¢ekilir ve atilir.
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4. Step 2 tekrarlanir.

5. Kalan etanolden kurtulmak i¢in tlip spin attirilir ve tekrar magnetik raka koyulur

kalan supernatant pelleti rahatsiz etmeden 20-uL pipetor ile ¢ekilir.

6. Tiip magnet lizerinde oda sicakliginda 5 dk’ligina agz1 agik bir sekilde kurumaya

birakilir.

7. Tip magnetik rakdan alinir ve 25 pL Low TE direk olarak peletin iizerine eklenir

siisfansiyon 5 kez pipetaj yapilir ve 10 saniye vorteklenir.

8. Tiip spin attirilir ve soliisyon temizlenene kadar en az 1 dakika boyunca magnetik
raka koyulur. Siipernatant iceren eliit edilmis DNA yeni bir 0.2-mL PCR tiipiine

peleti rahatsiz etmeden konulur.

3.3.9. Cogaltilmamus kiitiiphanenin boyut se¢imi

Kiitiiphane Boyutu Hedef Pik Boyutu
300 baz-okuma ~390 bp
200 baz-okuma ~330 bp
100 baz-okuma ~200 bp

Tablo 15: Cogaltilmams kiitiiphanenin boyut se¢cimi

Kitteki materyaller

* Low TE

Diger 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 hazirlanmis 70% etanol

* Magnetik rak

1. Pippin Prep™ cihazi i¢in 2% Agaroz Jel kaseti hazirlama:

a. Kaset ambalajindan ¢ikarilir cihaza yiiklenir.

b. Yiikleme ve eliisyon kuyucuklarindaki yapigkan stripler kaldirilir.

c. Yiikleme kuyucuklar: Electrophoresis Buffer ile doldurulur.

d. Elisyon kuyucukarindaki sivi ¢ekilir ve 40 uL Electrophoresis Buffer eklenir.

e. Pippin Prep™ maniieli takip edilerek akimin seperasyon ve elusyon portlarinda

oldugundan emin olunur.

2. Plaka diizenlemesi ve protokol editér ekranidaki seperasyon parametreleri

tanimlanir:

a. Kaset tipi mentisiinden 2% Marker B segcilir.

b. Ref Lane (reference lane) ‘ a basilir ve 5. serit ladder seridi olarak atanir.
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c. 1-4 seritleri 6rnek seridi olarak tanimlanir, ve tabloya gore hedef BP boyutu

tanimlanir.

Kiitiiphane Boyutu Hedef Pik Boyutu
300 baz-okuma ~390 bp

200 baz-okuma ~330 bp

100 baz-okuma ~200 bp

Tablo 16: Cogaltilmamus kiitiiphanenin Pipin Prep cihazinda hedef pik se¢imi

d. Serit goriintiilemesini in aktive etmek igin herbir 6rnek seridi igin Sig Mon

(signal monitoring) butonuna basilir.

e. Yiriitme siiresi 1.5 saat olarak ayarlanir.

3. Ornekler yiiklenir:

a. 10 uL Low TE saflastirilmis ve birlestirilmis DNA (20 pL) 6rneklerine eklenir.

b. 10 uL Loading Solution eklenir..

c. Anaekrana gidilir ve yeni olusturulmus ayirma dosyasi segilir.

d. Referans seritte bulunan yiikleme kuyucugunda ki 40 uLL Electrophoresis Buffer
cekilir ve yerine 40 uL of 2% DNA Marker B yiiklenir.

e. Ornek yiikleme kuyucuklarindaki 40 L Electrophoresis Buffer cekilir ve yerine
biitiin 40-uL 6rnek koyulur.

4. Cihaz galigtirilir:

a. Biitiin ladder ve 6rnekler yiiklendikten sonra cihazin kapagi kapatilir.
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b. Ana meniideki start tusuna basilir.

C. Ayrisma tamamlandiktan sonra eliisyon kuyularindaki DNA (40—60 pL) pipetle
yeni bir 1.5-mL LoBind tiipe aktarilir.

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

5. Boyutu segilen DNA’nin saflagtirilmas:

a. DNA ornegine 108 pL Agencourt® AMPure® XP reaktifi eklenir (1.8X 6rnek
hacmi), 5 kere pipetaj yapilir, spin attirilir ve oda sicakliginda 5 dk inkiibe edilir.

b. Spin attirilir ve tiipler 3 dk magnetik raka yerlestirilir.

c. Tiipti magnetik raktan kaldirmadan 500 puL taze hazirlanmis 70% etanol eklenir.
10 saniye inkiibe edilir tip iki kere dondiiriiliir, soliisyon temiz hale gelince

stipernantant kismi ¢ekilir ve atilir.

d. Step 2 tekrarlanir.

e. Kalan etanolden kurtulmak i¢in tlip spin attirilir ve tekrar magnetik raka koyulur

kalan supernatant pelleti rahatsiz etmeden 20-uL pipetor ile gekilir.

f. Tip magnet lizerinde oda sicakliginda 5 dk’ligina agzi acik bir sekilde kurumaya
birakilir.

g. Tiip magnetik rakdan alinir ve 25 plL Low TE direk olarak peletin iizerine eklenir

stisfansiyon 5 kez pipetaj yapilir ve 10 saniye vorteklenir.

h. Tiip spin attirilir ve soliisyon temizlenene kadar en az 1 dakika boyunca magnetik
raka koyulur. Siipernatant iceren eliit edilmis DNA yeni bir 0.2-mL PCR tiipiine

peleti rahatsiz etmeden konulur.
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3.3.10. Kiitiiphane ¢ogaltilmasi

1. Asagidaki reaktifler uygun boyuttaki tiipte birlestirilir ve pipetaj yapilir.

Icerik Hacim
Platinum®  PCR SuperMix High 100 pL
Fidelity

Library Amplification Primer Mix 5uL
Cogaltilmanmus  Kiitiiphane  (Pipin 25 pL
Prep)

Toplam 130 uL

Tablo 17: Kiitiiphanenin cogaltilmasi icin reaksiyon icerigi

2. 130-pL ‘lik reaksiyon 0.2-mL PCR tiiplerine her biri 65 pL olacak sekilde ikiye

boliniir.

3. Tipler thermal cycler ‘a yerlestirilir ve asagidaki program galistirilir.

Asama Adim Sicakhk Zaman

Holding Denature 95°C 5dk

8 cycles Denature 95°C 15 saniye
Anneal 58°C 15 saniye
Extend 70°C 1dk

Holding 4°C 0

Tablo 18: Kiitiiphanenin cogaltilmasi i¢in reaksiyon kondisyonlar:

4. Ikiye béliinen PCR'lar1 yeni bir 1.5-mL LoBind tiipte birlestir.
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3.3.11. Kiitiiphane Saflastirmasi

1. Cogaltilan DNA oOrnegine 195 pL Agencourt® AMPure® XP reaktifi eklenir
(1.5X ornek hacmi), 5 kere pipetaj yapilir, spin attirilir ve oda sicakliginda 5 dk

inkibe edilir.

2. Spin attirtlir ve tlipler 3 dk magnetik raka yerlestirilir.

3. Tiipii magnetik raktan kaldirmadan 500 pL taze hazirlanmig 70% etanol eklenir.
10 saniye inkiibe edilir tip iki kere dondiiriliir, soliisyon temiz hale gelince

stipernantant kismi ¢ekilir ve atilir.

4. Step 2 tekrarlanir.

5. Kalan etanolden kurtulmak i¢in tiip spin attirilir ve tekrar magnetik raka koyulur

kalan supernatant pelleti rahatsiz etmeden 20-pL pipetor ile gekilir.

6. Tiip magnet iizerinde oda sicakliginda 5 dk’ligina agz1 agik bir sekilde kurumaya

birakilir.

7. Tip magnetik rakdan alinir ve 25 uLL Low TE direk olarak peletin iizerine eklenir

stisfansiyon 5 kez pipetaj yapilir ve 10 saniye vorteklenir.

8. Tiip spin attirilir ve soliisyon temizlenene kadar en az 1 dakika boyunca magnetik
raka koyulur. Siipernatant iceren eliit edilmis DNA yeni bir 0.2-mL PCR tiipiine

peleti rahatsiz etmeden konulur.

3.4. KALIP (TEMPLATE) DNA HAZIRLAMA

1. Oncelikli olarak PCR karisim1 hazirlanir.
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Nuclease Free Su 280 pul
lon One Touch 2x Reagent Mix 500 pl
lon One Touch Enzyme Mix 100 pl

Tablo 19: Kalip DNA hazirlamak i¢in gerekli soliisyonlar

2. 20 pl seyreltilmis kiitiiphane bu karigima toplam 900 pl olacak sekilde eklenir.

3. 100 pl Ion sphere parcaciklari 1dk yiiksek hizda vorteks yapilarak eklenir.

Toplam hacimi 1000 pl olan karisim maksimum hizda 5 sn vorteks yapilir.

4. Ion One Touch Plus Reaction Filter’1 dik konumda tutulacak sekilde uygun bir

spora yerlestirilir.

5.1000 pl lik karistmimizi bu filtreye aktarilir.

6. Uzerine yavas ve dikkatli bir sekilde 1000 ul Reaction Oil ve 500 pl Reaction Oil

koyulur. Baloncuk olusmamasina dikkat edilir.

7. Aparat yavas ve dikkatlice ters gevrilir. Iki faz ayriminin birbirine karismamasina
dikkat edilir

8. Aparat lon One Touch cihazina takilir.

9. lon One Touch cihazinin c¢alistirtlir. Cihazin ekraninda cihazin nasil
calistirilmasina dair yonerge takip edilir. Yaklasik 3 saatlik bir ¢aligmadan sonra

PCR iiriinii ortaya ¢ikar.

10. PCR iriiniindeki tiiptin pelletinin kars1 yoniinde tisteki sivi 50 pl kalana kadar

cekilir.
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11. Iki tiip birlestirilir ve pelleti pipetaj yaparak ¢oziiliir. Uzerine 1ml Ion One Touch

Wash soliisyonu koyulur.

12. 15.500 x g “‘de 2.5 dk santrifiij yapilir. Pelletin kars1 yoniinden 100 pl kalana
kadar gekilir. Pelleti yine vortekslendikten sonra tizerine 100 pl Ion One Touch Wash

sollisyonu eklenir ve bu agama 3 kez tekrarlanir.

3.5. SEKANSLAMA

Hazirlanan template DNA’s1 314 ¢ipine yiiklenerek cihazin yonergeleri takip

edilir. Yaklasik 3 saat sonra sonuglar elde edilir.



4. BULGULAR VE ANALIZ

4.1. PRIMER TASARIMI
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Forward Primer Length-F Tm-F
IL2ZRA-1F | GGAGGCTGCCTGACCAGAATCTTGTC 26 | 67.04
IL2RA-2F | CTCAACGTGGCAGCTGTTCCCACC 24 | 68.13
IL2RA-3F | TAGGACAGTCTCCAACAGGCCCTG 24 | 65.50
IL2RA-4F | TCTGTTCAAGCTGGGACATCCGTCG 25| 66.70
IL2ZRA-5F | GTGCTGATCCAGCAAAGAGTGGGTGG 26 | 67.67
IL2RA-6F | ACAACACCGCTCAAGAGGTCATTGTAGC 28 | 67.11
IL2ZRA-7F | ATCACCGCAGAGCCCGTGGTTCAG 24 | 69.02
IL2ZRA-8F | AGGGTTGGCTTCAAGTCTACCTTCTTGC 28 | 66.71
IL2RA-9F | TGTTTGACCACTGCTTCTGGTGCCT 25| 66.85
IL2ZRA-10F | TGTGTGTCAACCTTCAGGTGTGGCT 25| 66.56
IL2RA-11F | GGAGCCTCACATTCATTGAGCACCCA 26 | 67.04
IL2RA-12F | CACAGTGCTGGCTAGAAACCAAGTGC 26 | 66.39
Len Block
Reverse Primer gth- | Tm-R Lengt
R h
IL2ZRA-1R | TGAGAAAGGTGCCTTCAATAACGTGCCA 28 | 66.89 | 3958
IL2RA-2R | AATCAGGGCCTGTTGGAGACTGTCC 25| 66.30 | 4206
IL2ZRA-3R | TCTGCTTCCACTATGTGCCTGAGCT 25| 65.82 | 4711
IL2RA-4R | GGGGTAGTAACTTTTGGGTCATCCGGT 27| 66.12 | 4812
IL2ZRA-5R | CCAGGCAACAGAATGAAGGCTGCT 24 | 65.72 | 4926
IL2RA-6R | TCTAGGTGGGCTTCCCAAAGCCAC 24 | 66.53 | 4822
IL2ZRA-7TR | GCAAGAAGGTAGACTTGAAGCCAACCCT 28 | 66.71 | 4545
IL2RA-8R | CTCACTAAAGGCACCAGAAGCAGTGGT 27 | 66.69 | 4499
IL2ZRA-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 iZOLASYONU

Measurement Mode:Simple Nucleic Acid Quant. Date:2012.05.23

Analyte:dsDNA Page:1/1

1 20120523 12.05.23 -1,23 3,09 4,86 0050 |-003 |00 [-005 0677 1,000
09:29:41
2 | 2012053 12.05.23 -0,03 2,55 0,06 0066  |0067 |o0s8  |oos6 0677 1,000
09:31:14
3 23.05.2012N/ | 15 o5 93 514,50 1,97 1,99 10,371 5,307 5,256 0,081 0,677 1,000
09:32:49
4 23.05.2012N/ | 13 95,23 54721 [1,59 1,56 1,078 |7,028 7,130 0,134 0,677 1,000
0zGUL MA 33
09:33:47
23.05.2012N] .
5 R ggi.é?s 33857 (2,00 1,82 6,873 3,489 3,828 0,102 0,677 1,000
6 23.05.2012N/5 | 43 p5.23 44391 [181 1,81 8,957 4,983 4,989 0,078 0,677 1,000
- 09:35:19
2 23.05.2012N] 5. 77
e Elé:g:ial 901,30 2,00 2,04 18,189  [9,191 8,989 0,163 0,6 1,000
8 23.05.2012N/ | 43 g5 23 13423 |20 2,15 2847 |1,445 10691  [0,163 0,677 1,000
09:37:19
a 23.05.2012N/ | 15 o5 73 755,89 1,88 1,81 15,497 8,431 8,715 0,379 0,677 1,000
09:37:58
10 |2Z305.20L2N/ | 15 0573 400,72 (1,9 1,89 8,477 4497 |4,708 0463  |0677 1,000
09:38:50

Tablo 21: Hasta DNA’s1 izolasyon sonuclar:



4.3. KUTUPHANE HAZIRLAMA

>~ el 0,25 ENZ
1k NORG/2 3 NORO/Z2 3 NORG2 3 NOROZ 2 3
1F2R Vo 7F7R

15

Date: 21 Haziran 2013 Cuma
IL2RA GENE

Resim 1: 2. ve 3. hastalarin DNA’sindan ¢ogaltilan 1.,3., ve 7., bloklarin PCR
goriintiileri

4FR IL2RA

BE:s

& Lo

Date: 20 Haziran 2013 Persembe
SKB 100V 1SA

Resim 2: 5., 6., 7., ve 8. hastalarin DNA’sindan ¢ogaltilan 4.,5., ve 6., bloklarin
PCR goriintiileri
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- - 7 8 -K
9FR ILR2A 10FR ILRZA

r4
e

Date: 20 Haziran 2013 Persembe

Resim 3: 5., 6., 7., ve 8. hastalarin DNA’sindan ¢ogaltilan 8.,9., ve 10. bloklarin
PCR gorintiileri

11FR IL2RA o i
12FR |IL2RA

- _.
T — - e e

Date: 20 Haziran 2013 Pergembe

Resim 4: 5., 6., 7., ve 8. hastalarin DNA’sindan ¢ogaltilan 11. ve 12. bloklarin
PCR goriintiileri



60

AFRI4  OFRN OFR/2

2 AFRA
(kb 7FR/A 7FRM  OFRA  OFR2 9FR/S OFR/A 11FRA 11FR2 11FR/3 11FR/A AFRN  AFR/

. a--BBBBNE G4

p-—

Date: 10 Haziran 2013 Gargamba
110V 1sa
0 Ohuk jel

Resim 5: 5., 6., 7., ve 8. hastalarin DNA’sindan ¢ogaltilan 8.,9., ve 10., bloklarin
PCR gorintiileri

Date: 19 Haziran 2013 Carsamba
IL2RA

Resim 6: 3. ve 4. hastalarin DNA’sindan ¢ogaltilan 6. ve 7. bloklarin PCR
goriintiileri
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(KB O 0 1112
| 12FR

Date: 19 Haziran 2013 Cargamba
IL2RA

'NEREL

Resim7:1.,2.,3.,4.,9.,10, 11, 12., 13., 14., ve 15. hastalarin DNA’sindan
cogaltilan 8.,9., ve 10. bloklarin PCR goriintiileri

1KB 11. 12 13 14 15 16 -K 9 10.11 12 13 14 15 16 K
10FR 11FR

Date: 24 Haziran 2013 Pazartesi
IL2RA

Resim 8: 11., 12., 13., 14., 15. ve 16. hastalarin DNA’sindan c¢ogaltilan 10. ve 11.
bloklarin PCR goriintiileri
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2)8 9 10 11 12 13 14 | 15 16

Date: 18 Haziran 2013 Sali
IL2RA 11F-12R

Resim9:1.,2,3.,4.,5.,6.,7,8,9.,10, 11, 12,, 13, 14, ve 15. hastalarin
DNA’sindan ¢ogaltilan 11. ve 12. bloklarin PCR gériintiileri

4.4, DNA PARCALAMA GORUNTULERI

Date: 27 Temmuz'2013 Cumartesi
ION SHARE 2. 30'

Resim 10: Bioruptor cihazi ve enzimatik parcalama sonrasi 1-8 hasta goriintiisii



4.5. SEKANS RAPORL

ARI

Run Report for 1-4

Run Summary

1250 G4 106,291 118 bp
Total Bases Key Sigmnal Total Resds hlean Read Length
[i1i%4 14% Read Length
Bead Londing Usable Sequence = S e e
ISP Density ISP Summary -
- B b Ha brasdalr Lt e
_ 11“‘.! :__..:..'._":.
Crirasngss ey 1-Mer - Libesry dwe Pesb = Gl Addressable Wells 1,282,510
» With 15Ps EIR &M 6567
- Live 735,260  BLL%
| Test Fragmemnt 4378 DOLEE
Library Ti0. 80 9047
240
B i
»l . Library 1SPs THE0,R00
L | Filtered: Polyclonal 433676 ST.ER
[ - Filtered: Low Quakity P LN L. W
i Filtered: Primer Dimer 12 s
Firws Finnl Library ISPs 108,281 14.2%
Barcode Name Sample Bases = Q2 Reads Mean Head Length
No barcode NOSM 28EK 210K 4R 105 bp
lonX press (NG 3 5.0M 460 31404 116 by
lonX press (04 4 630 4EM 53 121 bp
Test Fragment Reads Percent S0AG1T Read Length Histogram
TF_A 3,072 84%

Sekil 12: 3 ve 4 nolu hastanin 1. Sekans raporu



Run Report for 1-4

Alignment Summary (aligned to homosapiens IL2RA )

11M 163.9X
Total Alignment Bases Average Coverage
Depth of Reference

98.6%

Mean Raw Accuracy Ix

100
106,265 87% =
Aligned Bases g 9%
Py
13% &
w Unaligned = e
7 e
2 ; a4
i
92
0 50 100 150 200 250 300 350 400 "% 50 1001502002500 350400450
Fosition in Read Position in Read
AQIT AQ20 Perfect
Total Number of Bases [Mbp] 9.6M SIM 6.2M
Mean Length [bp) 120 109 87
Longest Alignment [bp)] SN 304 302
Mean Coverage Depth 143.2 1218 93.2

Fitwree 1310 dead Lengte
o
o>
l . -
o 15 .
Fl e 20 M Langh!
s
»
' © " a
[ und ud

Sekil 13: 3 ve 4 nolu hastanin 1. Sekans

Filtwrsdt G170 Peact Largth

LELITEERS ST TR PRI TE )

kalite raporu




Run Report for 13-1-4

Run Summary

2.5M 85 ' 105,530 20 bp
Total Bases Key Signal Total Resds Mean Read Length
859 14% Rend Length
Bond Londing Usnhle Soquence s St e
ISP Density ISP Summary -
-
5 . -
*  om
e
Corseraus Kay 1-Mer - Libiary L. Pask = 6% | | Addressable Wells 1,262,518
= With I5Ps B0 236 6L
L Live TS 16T 8ERFE
sl Test Fragment 5,344 OOLTH
- | Library Ti9.82 9OLFH
LBy '
of | | ) Library 15Ps 758,823
m- | | 1 Filtered: Polyclonal 421 451 5SS
[ - Filtered: Low Cuality 32 253 JDLER
i Filtered: Primer Dimer ZE0 DDA
Fiirws Finnl Library 1SP= 105,830  13.0%
Notes: None
Barcode Name Sample Bases = Q20 Reads Mean Read Length
No barcode NOSM 25K 170K 3= T bp
TonX press_(KG 3 4.6M 3.50M 51501 90 bp
TonX press (04 4 4.6M 3.5M 51215 91 by
Test Fragment Reads Percent 50ACLT Read Length Histogram

TF-A 4,547 T4%

Sekil 14: 3 ve 4 nolu hastanin 2. Sekans raporu
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Run Report for 13-1-4

Alignment Summary (aligned to

B.1M 121.9X
Tatal Alignment Bases Average Coverage
Depth of Reference

homosapiens ILZRA )

08,69
Alean Raw Accuracy Ix

10%,414 B6 _
Allgned Bases g

14% £

& Unaligned ]
Kl -
g g
1

O 50 100 1530 200 250 300 350 400
Fasibian in Read

100

a8

a6

94

9z

905 =a 100150200250300 350400450

Position in Read

AQIT AQID  Perfect
Total Number of Bases [Mbp] 6951 LR 4.EMI
Mean Length [bp] 95 B6 T2
Longest Alignment [bp) 4 305 203
Alean Coverage Depth 1037 83.2 T72.8
Flimres (10 Asad Lengh- Altwred 410 Hewd Largth
o)
£
L
? 1600
5 =0
EL! 9 I. L} E .
Vot 2L e L
e
e .
5 =
E =
i ] an k7 a

ion torrent

AWADHD& &

Sekil 15: 3 ve 4 nolu hastanin 2. Sekans kalite raporu



Run Report for 5-8

Run Summary

E.TM B2 31,585 118 bp
Total Bases Key Signal Total Resds Mlean Read Length
539 5% Read Length
Bead Loading Usable Sequence - S ey v
ISP Density ISP Summary -
= Laadirmy ey Bk .
:‘ 9%, - 1% - w -
. (R . —
. Llmeal iy
) 13% ‘ o -Iu.l.I " ..
1 e B | e Drasielp
Comusrans Kay 1-Mer - Lbnwry e, Pask = 33 [ ] Addressable Wells 1,263,105
b With I5Ps 665,200 SATH
Ll Live
o Test Fragment
bl | Library
2%
fw |
» Library ISP=s 855,570
]
me Filtered: Polyclonal 412 367 62O
[ - Filtered: Low Cunlity 211,535 323%
b Filtered: Primer Dimer B DU,
Firws Finnl Library ISPs 31,585 O04.8%
Barcode Name Sample Bases > Q20 Reads Mean Read Length
No barcode NOSM 100K 56.TK 1558 64 by
lonX press (04 5 1.2M 1M 10250 125 bp
TonX press (07T 7 1.4M 11K 1240 121 bp
lonX press (M8 B BTIK TOTK 75T 115 bp
Test Fragment Reads Percent S0AG1T Read Length Histogram
TF_A 3.074 83% . ]

Sekil 16: 5,7 ve 8 nolu hastanin 1. Sekans raporu



Run Report for 5-8

Alignment Summary (aligned to homosapiens IL2RA )

3.3M 50.6X 9. 7%
Total Alignment Bases Average Coverage Mean Raw Accuracy Ix
Depth of Reference

100
31,587 91% <
Aligned Bases 298
A
9% g
W Unaligned o 9%
= N
% g
2 § 94
4
92
0 50 100 150 200 250 300 350 400 9% 50 100150200250 300 350400450
Pasition in Read Position in Read

AQIT AQ20 Perfect

Total Number of Bases [Mbp] 2.9M 25M 2M
Mean Length [bp] 127 117 X
Longest Alignment [bp) 287 27 271
Mean Coverage Depth W7 385 29.8
Fitm e 10 e Lot Fltwesdt (417 Mowd Langth

Sekil 17: 5,7 ve 8 nolu hastanin 1. Sekans kalite raporu




Run Report for 14-5-8

Bun Summary

1L.1M G0 10,230 100 bp
Total Bases Key Signal Total Resds Mlean Read Length
389 5% Read Length
Benad Loading Usable Sequence = oo i
ISP Density ISP Summary -

Cnrasanss ey 1-er - Library Sve. Prak = 68

Addressable Wells 1,282,822

@l With 15Ps ATOE RO

Live TITA5L  AGAT

| Test Fragment IR 608 1200

o Library 193,753 B7.1%

i- |

= | Library 1SPs 193,753

o ! Filtered: Polyclonal 121,930 &2.9%

u . Filtered: Low Cruality 61500 3LT%

! Filtered: Primer Dimer 0 0O

Barcode Name Sample

Final Library 15Ps

10,230  05.3%

Bases > (20 Reads

Mean Head Length

Ko barcode NOSM 526K 239K LLEY] 6 bp

IonX press_(05 5] 423K 321K 62T 116 bp
IonX press_ (07 7 403K 05K R H 115 bp
IonX press (08 B 236K 1TOK HET 10 bp

69

Test Fragment Reads Percent S0AC1T Read Length Histogram

TF_A 5,464 69%

Sekil 18: 5,7 ve 8 nolu hastanin 2. Sekans raporu



Run Report for 14-5-8

Alignment Summary (aligned to homosapiens ILZRA)

1M 150X B8.4%
Taotal Algnment Bases Average Coverage Mean Raw Accuracy lx
Depth of Reference

100
90% -

Allgned Bases g 98
]
1076 I

i Unaligned o 90
; g

2 5 o4
4

92

G50 100 150 00 250 300 350 400 905 50 100150200250 300 350400450
Fosition in Fead Position in Read

AQIT  AQI  Perfect

Total Number of Bases [Mbp] ELGK TI2K SHK
Mean Length [bp] 128 116 )
Longest Alignment [bp] ¥4 71 2
Mean Coverage Depth 1X6 10.8 B.i
Flimres (310 Arad Langt hlipred 11 Hewd Langth

LS 9 - 1 1= L.
Flleres 0 M Lungl Filared 08¢ Bl Longd 1
.
.
.
a 1 D o i L) a0
TMisrws 047 Samd Lont
ion torrent
dWADHD#
2 .jﬁ-n.......

Sekil 19: 5,7 ve 8 nolu hastamin 2. Sekans kalite raporu
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4.6. ANALIZ

. DNASTAR yaziliminda SeqMan araci agilir ve yeni assembly projesi olustur

tiklanir.

SeqMan NGen

WELCOME

(@ Create new assembly project
(0 Load existing script
(7) Run existing script

) Import BAM file

About Seghan NGen

Help ]| <Back | [ MNext> |[ Quit

2. Proje ¢esidinden Targeted requencing segilir.

SeqMan NGen
Choose Project Type
— () Genome assembly
—
__ @ Targeted resequencing / Exome assembly
]
() Transcriptomne / ChiP-seq / miRNA assembly

DNASTAR () Metagenomics / 165 RNA assembly

() Viral - Host Integration

Help ][ < Back ][ Next > H Quit
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3. Assembly cesidi olarak “Templated assembly” secilir.

SegMan NGen

Choose Assembly Type
(@ Templated assembly - normal workflows
— Unlimited sequence data, BAM cutput, projects not editable.
—
—
—
DNASTAR

Help | [ <Beck | [ Net>

4. Proje dosyasi belirlenir

SegMan NGen

Set Up Project Files

Where would you like to save the assembly files?

—

— Project name:  MS
—
—

Project folder: C:\Users\user\Dx p\MSproject\MS: \MS.

DNASTAR

S eq Mq n Temporary file location: CAUsers\user\Desktop\MSproject\MSassembly

N G ® Click here for technical requirements




Referans genom olusturulmasi

1. Referans genom i¢in Human-GRCh37-db138 genom template indirilir ve bu

Templated Kromozom 10 bélgesi i¢in bir template olusturulur.

SeqMan NGen

Input Template Files

Set up template / reference:

Add...

Add Folder...
Add Genome Package...

Rernove

Add Features...

DMASTAR genome template packages combine
sequence and feature informatien with additional data,
such as dbSNP, for a given build of an organism.

D load late package:

Available Data Packages

Compressed
dbSHP File Size | Decompressed
Organism Build Assembly (MB) File Size (MB)
Apis mellifera 138 Amel_4.5 101 348
Arabidopsis thaliana 138 TAIR10 83 347
Bos taurus 138 UMD_3.1 1,190 3,670
C. elegans 138 W5195 7 145
Danio rerio 138 Zva 581 1,820
Gallus gallus 138 4.0 479 1,470
Homo sapiens 138 GRC37.p13 3,460 6,890

Homo sapiens, CEU reference 137 GRCh37.p5/hg19 3,110 6,260



5. Sekans dosyalar yiiklenir ve 6rnekler isimlendirilir.

SeqMan NGen
i Input Sequence Files
= T
I —
—
— Multi-sample data Run as separate projects
Set up unpaired reads:
DNASTAR
Se Mq 1] Ci\Users TonXpress 003 R_2013 04 08 02 35 14 _user SNT-13-lon_AmpliSeq_Custom-_MS1-4_13-1-4
® C:\Users IonXpress_003_R_2013_04_09_01_40_10_user_SNT-15-Ms3_1-4
N en C:\Users IonXpress_004_R_2013_04_08 02 35 14_user SNT-13-Ion_AmpliSeq_Custom-_MS1-4 13-1-4
C:\Users IonXpress_004_R_2013_04_09_01_40_10_user_SNT-15-Ms3_1-4 Remave
C\Users IonXpress_005_R_2013_04_08_06_53_54_user_SNT-14-MS5-8_14-5-8
C:\Users IonXpress_005_R_2013_04_09 05 41_32_user SNT-16-2-MS5-8_5-8
C:\Users IonXpress_007_R_2013_04_08_06_53_54_user_SNT-14-MS5-8_14-5-8
C:\Users IonXpress_007_R_2013_04_09 05 41_32_user SNT-16-2-MS5-8_5-8
C:\Users IonXpress_008_R_2013_04_08_06_53_54_user_SNT-14-MS5-8_14-5-8
C:\Users IonXpress_008_R_2013_04_09_05_41_32_user_SNT-16-2-MS5-8_5-8
Set up paired reads:
File Insert Size (bp)  Group
Help | [ <Back | [ e | [ que |
Edit Group
Edit Group Names ‘
Read File Group Name.
1 CAUserswsenDesktop\MSproject\omeklerlonXpress 003_R 2013 04 08 0235 14_user SNT-13-lon AmpliSeq_Custom-_MS1-4_13-14fastq INoluHasta-Ornekd
2 C\Users\user\Desktop\MSproject\orneklerionXpress_003_R_2013_04_09_01_40_10_user_SNT-15-MS3 1-4.fastq INoluHasta-Omek2
3 CA\Users\user\Desktop\ MSprojectiarneklerilonXpress_004_R_2013_04_08_02_35_14_user_SNT-13-lon_AmpliSeq_Custom-_MS1-4_13-1-4 fastq 4NoluHasta-(
4 ‘(:\\hﬂ:\uxd\bwop\mvloﬁl\dmtklel\lmxpt&Lm4m3,0‘,09,01AO)&MQLSNV-)S-MBJJJ):I: 4NoluHasta-Ornek2
5 ClUsersiusen\Desktop\MSproject\ormeklerllonXpress 005_R X013 04_08.06_53 54_user SNT-14-MS5-8_14-5-8fastq SMoluHasta-Ornekl
5 CAUsers\usen\Desktop\MSproject\ermeklerlonXpress_005_R 2013 4 09.05 41 32 user SNT-16-2-Ms5-8 5-84astq SNoluHesta-Ornek2
7 (CA\Users\user\Deskdop\ MSproject\ermeklerlonXpress_007_R_2013 04 08 06 53 54_user SNT-14-MS5-8_14-5-8 fastq TNoluHasta-Omekl
8 (Ci\Users\user Dezktop\ MSproject!eneklerilonXpress 007_R_2013 04 09 05 41 32_user SNT-16-2-MSS-8 5-8 fastq TNoluMasta-Omnek2
K3 | BNoluMasta-Ornekl
T | e 1
Lok J[ comn J[ v |




6. Program calistirilir.

-
SegMan NGen

Assembly

SegMan
NGen®

SPTUJEC LT IERIET UUTIADTESS_UUS_N_£UL3_U4_U0_U£_3J_L1%_USEI_JIN 1 -L3-10Tl_~

o wi ¥ = N
C\Users\user\Desktop\MSproject\drneklerlonXpress_004_R_2013_04_09_01_40_10_user_SNT-15-MS3_

Ci\Users\user\Desktop\MSproject\5meklerilonXpress 005_R_2012_04_08_06_53_54_user_SNT-14-MS5-
Ci\Users\user\Desktop\MSproject\omeklerlonXpress 005_R_2013_04_09_05_41_32_user_SNT-16-2-MS
Ci\Users\user\Desktop\MSproject\omeklerilonXpress 007_R_2013_04 08 06_53_54_user SNT-14-MS5-
Ci\Users\user\Desktop\MSproject\omeklerilonXpress 007_R_2013_04_09 05 41 32 user SNT-16-2-MS
Ci\Users\user\Desktop\MSproject\omeklerilonXpress 008_R_2013_04_08 06_53_54_user SNT-14-MS5-
Ci\Users\user\Desktop\MSproject\5meklerilonXpress 008_R_2013_04_09 05 41 32 user SNT-16-2-MS

Finished Layout

Sequence Cnt: 211284

Layout_Time ExportOnly_Time | Layout_Hit Layout Miss  HitMissCn
2 211284 0 35853 0

-—

Align Assembly 'MS.assembly’
DB: 'C:\Users\user\Desktop\MSproject\MSassembly\MSimers\lonXpress 003 R_2013_04 08 02 35 14 user SNT
SNP method: "MAQDiploid”

Loaded probability coefficients from 'C\Program Files (x86)\DNASTAR\SeqMan NGen 11\probCoeffs.data’ thre
Loaded templateSeq seq: 'CAUsers\user\Desktop\MSproject\Chrl0.genometemplate\sequences\NC_000010_ch
Start aligning templatelD: 0

Finished templatelD: 0

Start with Structual Variation

Finish with Structual Variation

Align & Export Time: 54,80

Job finished successfully

Assembly process has finished

<

m 3

m

Hlp | [ <Beck | [mews | [ quit
SeqMan NGen
Project Report
CAProgram Files (x86)\DNASTAR\SeghMan NGen 11ng.exe Intel 64bit, Build Date: Tue Apr 23 11:58:08 2013, Vi |
—
— Run Statistics
— Results: ‘ClUsersiusenD:
merSize =
merSkip= 0
merSkipQuery= 1
DNASTAR e

templateHitCniThresh= -1
TemplateSeqCnt= 1
QuerySeqCnt= 245552
TemplateMerCnt= 131314323
QueryMerCnt= 11001756
HitCnt =21165919
HitMissCnt  =123610305
LayoutCnt= 2096389
LayoutMissCnt= 35853
LayoutPoorCn 1]

Bad SeqCnt= 0 (25%Ns inSeq orfiltered lllumina )

Excluded SeqCnt= 0

ExportCnt= 211284

Export Aligned Cnt= 194148

Export Unaligned Cnt= 17138

SeqCnt score SeqCnt score SeqCnt score SeqCnt score == 100% = 85394
Length 100% match reads= 8423093

Uncompressed sizes -
< n 3

[ RevealFiles | | Launchiin Seqhan |

[ Help ][ < Back ][ Quit |
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7. SeqMan programui agilir ve hizalamalar goriintiilenir.

DO AR T T-C 10T AT O-TT- kLA L o 0-8-7-CTH

TTCEE AT A

e

0T A T-A0-C

TT-CEEAT-AeioC

v s o i

Jelection: 1 -»= 135534747 = 135534747
| Reference Coordinates a053070 6053080 a053090 a053100 a053110 6058120 at

P Translate P Comzensus GG-C-4A-T-G-T-G-A-C-A-T-C--A4-C-T-G-AT--C-AC-G-C-GG-TT--GLEG-AL-G-1
’NC 000010(1;}.35551?86} -

}SNDlu.Hast,a——rnekl GG-C-A44-T-G-T-G-A-C-4-T-C--&-C-T-G-AT--C-AC-G-C-GG-TT--GFG-ad-F-i
P 3lolubasta-+rnekz GG-C-A44-T-G-T-G-A-C-4-T-C--4-C-T-G-AT--C-AC-G-C-GG-TT--GF5-ad-F-i
P 4loluHasta-+rnekl GG-C-A4A-T-G-T-G-4-C-A-T-C--A4-C-T-G-AT--C-AC-G-C-GG-TT--GGG-Ad-G-i
P alloluHasta-+rnek? GG-C-44-T-G-T-G-4-C-A-T-C--4-C-T-G-AT--C-AC-G-C-GG-TT--GG5-Ad-F-1
P 5HoluHasta-+rnekl GG-C-44-T-G-T-G-4-C-A-T-C--4-C-T-G-AT--C-AC-G-C-GG-TT--GGG-Ad-G-i
P 5NoluHasta-+rnek2 GG-C-AA-T-G-T-G-A-C-A-T-C--A-C-T=-G-AT--C-AC-G-C-GG-TT--GGG-AL-G-1
P Mo luHasta-+rnekl GG-C-A4A-T-G-T-G-A4-C-A-T-C--4-C-T-G-AT--C-AT-G-C-GG-TT--GGG-Ad-G-i
P 7MoluHasta-+rnek? GG-C-44-T-G-T-G-4-C-A-T-C--&-C-T-G-AT--C-AT-G-C-G5-TT--GGG-Ad-F-i

Selection: 6077421 -» 8077421 = 1
&058000 050000 6062000 054000 6066000 065000 £070000 &072000 8074000 607600

Coverage Threshold

] conficts
Depth of Ci 7500
epth of Coverage o - L L
Pair Consistency =
T
200 hd

Features from:

Reference =1

] |
4]

C_000010

NC_000010(1=135651786)
dloluHasta-+rneks ID_2007|
dloluHasta-+rnek2 ID_2007]
THoluHasta-+rneks ID_2330]
4ioluHasta--rnekz ID_2007|
3NoluHasta-+rnek2 ID 85401
3NoluHasta-+rnek2 ID 8534]
3NoluHasta-+rnek2 ID 8534]
3NoluHasta-+rnekl ID 3365]
3MoluHasta-+rnekl ID_3366]
3MoluHasta-+rnekl ID_33671]
THoluHasta-+rnek2 ID_23301
dloluHasta-+rneks ID_2007|




8. SNP butonundan SNP re port tiklanir. Depth degeri min. 30, P not Ref degeri
%095, Q cal degeri 10 olarak filtrelenir.

Cormiy Project Festures SHP View hatSesch Window Hep

o o I~ Show All CotingionCain... =
min ] wws @] oetn E]  MacCosngFesteDistsnce (] PretRer B mes £

o Cog | cempror [ maver T e T wdwes T comimn | ceow ] [ vowpyne [ owfv T v | ocw | voonipe [ vewwems [ oincee
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9. SNP annotasyonu i¢in ArrayStar programi agilir ve bir dnceki ¢calisma sonuglari

buraya yiiklenir.

Fle e Fle Da Outeng Guphs Stitcs Vew Help
Existing Projects

ArrayStar®  Spsmasmalsd.
Recent projects  Csacal
onasTAR -
QSeq’

Vour Qg canse has 16 doys reminig:
Mare shos OSen.

Compare Gene Expression and Ontology
Start Miccoaray project...

Start RNA-Seq project...

Compare SNPs from Genomes and Exomes.
Start SNP project..

Compare Genomic Copy Number Variations
Start CNV projact..

Compare Transeription Factor Binding Sites
Stact ChiP-Seq project..

1dentify Micro-RNASs

StartmiANA project...

s gt scr |

Add Experiments to Import

’ Add File... ] ’ Add Folder... ] ’ Add SegMan NGen .assembly folder... ]
[ Import from ArrayStar Project... ] Force custom importing
Recent Files
SeqMan NGen projects A~ » | Import SNPs from this project
(ggascio [gglsentegen-ms-1 (gMs [ggMsproject SeqMan NGen Project
C:\Users\user\Desktop\MSproject
Imported into ArrayStar ~ Jicassemhly e Cassably
(@M 1.assembly  [gglSNPreport2. et Contains 10 samples
Array5tar Projects ~  ~ | Has Feature Files.

Experiments Ready to Import

| Experiment File Remove

MoluHasta2 MS1.assembly

AoluHastal MS1.assembly

AoluHasta2 MS1.assembly

SMoluHastal MS1.assembly

SMoluHasta2 M51.assembly

TMoluHastal M51.assembly

TMoluHastaz2 M51.assembly

aMoluHastal M51,assembly Data loaded

aMoluHasta2 M51,assembly
Files: 1
Experiments: 10

<gack || mext> | [ cancal |
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10. Istenilen islem igin “SNP-Gene quantification” segilir bolge i¢in “Gene regions”
secilir ve dbSNP’de olan lakasyonlar isaretlenesin butonu da isaretlenir. Filtreleme

yapilir , minimum depth: 10, minimum SNP %: 15, minimum p not for ref: 95.

Setup Preprocessing

Preprocessing Method

Selectthe desired processing:  |SNP - Gene quantification =

Quantifies the total number of SNPs which occur within each gene, providing a simulated signal which can be used to compare
experiments’ SNPs at a gene level.
Preprocessing Parameters

ArrayStar will determine which SNPs are significant across all experiments and load all SNP data available
for those SNPs. It will then generate quantitative gene values based on the SNPs occurring within each
gene.

Genomic location of SNPs

From which regions of the genome should SNPs be loaded?
(7) Entire genome () Intergenic regions - @) Gene regions
() All RNAs & splicesites () Non-protein-coding RNAS

() Coding regions &splice sites

Additional SNP Information

Import additional information about uncalled experiments based on:

Locations noted in dbSNP Custom user SNP |ocations

Advanced Options..

[ <Bak ][ Mestz | [ cancel

SHP Project Setup (2] s ]

Setup P ' —
o Advanced Options E 28

Preproce!

Select th Criteria for importing SNPs
Quantfild|  \hat kind of SNP is required before loading SNPs ot any given position? |

experim
Any change

©) Any nen-synonymous change

Preproces

How many experiments must have such a change at the same position before SNPs are loaded?

Minimum # experiments:
[ Ignore the minimum if there is  non-synonymous change
Ignore the minimum if there is a gene-disrupting change

Gene Quantffication

Genes will be guantified based on the number of SNPs contained within the coding region or on
the significance of the SHPs if weighted.

Quantification method: () Use counts Use weights

Quantification is based on only those SNP entries which are called as a nucleotide change, meet

the minimum criteria below, and are within a coding region. Other SNPs may still be accessed
through the SNP Table and Filtering window:.

Minimum P not ref
Minimum SNF %
Minimum depth
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11. Daha sonra hastalardaki varyasyonlar listelenir.

Dimypr ~ e i« wekl TR T EEFS - - W T O R W

File Edit Filter Data Clustering Graphs Statistics View Help

[ e [

EFEEEE S o =]

Ref Gene

¥ RefID

Pos Name - Called Seq - Called Seq - Called Seq - Called Seq - Called Seq - Called Seq - Called Seq - Called Seq - Called Seq

NC_000010 6052727 |IL2RA A A
NC_000010 6052826 |ILZRA - T
/NC_000010/6052954 |ILZRA - gl
NC_0D0010 6052962 |IL2RA G
NC_000010 6053133 |IL2RA G A GlA A GlA
] NC_0D0010 6053163 |ILZRA T A TA A TA
NC_000010 6053253 |IL2RA - - - - - - -
NC_0D0010 6053259 |IL2RA T T -
NC_000010 6053286 |IL2RA G GlA GlA
NC_000010 6053369 |ILZRA - Al- Al-
NC_000010 6053374 |IL2RA A G GlA G Gla
NC_0D0010 6053519 |IL2RA - T

NC_000010 6053568 |IL2RA c Tc T TC TC TIc T Tc
] NC_0D0010 6053686 |ILZRA - T T
NC_000010 6053827 |IL2RA [4 TC TC
NC_0D0010 6053915 |IL2RA - T
NC_000010 6054205 |IL2RA - T-
NC_0D0010 6054234 |ILZRA - G-
NC_000010 6054389 |IL2RA & G- Gl G- G- al- gl- G- al-
NC_000010 6054986 |IL2RA - T
NC_000010 6055124 |IL2RA Glc Glc
NC_000010 6055222 |ILZRA
/NC_000010/6055604 |ILZRA
NC_000010/6055813 T-T T T T T T-T T T T T T
NC_000010 6055972 |IL2RA - - T
]/ NC_000010/6056007 |ILZRA
NC_000010 6056081 |IL2RA
NC_000010 6056115 |IL2RA - Al
NP ARANIA EAREI7T (T ABA n [

RG]
=
=

g
£

@
@

Gl- 8l-

o
Le]

[ Arraystar ? A -
File Edit Fifter Data Clustering Graphs = Statistics  View Help
i Li 1™ Gene Ontok |[ 7 Set Li
II& l

|By & (B, N | fa- Mo fe- B 63 - 15
Ref Gene Ref
Pos. Name Seq - Called Seq - Called Seq - Called Seq - Called Seq - Called Seq - Called Seq - Called Seq - Called Seq - Called Seq - Called Seq

2663
NC_000010/6052727 |IL2RA A A A
NC_000010/6052826 |IL2RA - -
NC_000010/6052954 |IL2RA - G-
NC_0D0010/6052962 | IL2RA G
NC_000010/6053133  |IL2RA G
NC_000010/6053163 |IL2RA T
NC_000010/6053253 |IL2RA - - T T+ - - -
NC_000010/6053259 |IL2RA T
NC_000010/6053286 |IL2RA 3 GlA GlA
NC_000010/6053369 |IL2RA - Al- Al-
/NC_000010/6053374 |IL2RA A G GlA G GlA
NC_000010/6053519 | IL2RA - T
NC_000010/6053568 |IL2RA C Tic T TIC TIC TC T Tic
NC_000010/6053686 | IL2RA - T T
NC_000010/6053827 |IL2RA c TIc T
NC_000010/6053915 |IL2R4 - -
NC_000010/6054205 | IL2RA - T
NC_000010/6054234 |IL2RA - G|-
NC_000010/6054389 |IL2RA G G- Gl gl G- 6l- G- G- Gl
NC_000010/6054986 | IL2RA - -
NC_000010/6055124 |IL2RA C G|C G|C
TI/NC_000010[6055222 [ IL2RA T A A
NC_000010/6055604 |IL2RA C
NC_000010/6055813 |IL2RA - T T T T T T 1.7 T T T-T T
/NC_000010/6055972 [ IL2RA - - -
NC_000010/6056007 |IL2RA G G G|- G|-
NC_0D0010/6056081 |IL2RA c a-

»

GlA

>

Gl
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5. SONUCLAR

a. 3 Notlu hastanin her iki 6rneginin varyasyon sonuglari.

Ref Seq : referans , Called Seq: Sekans sonucu

Ref ID Ref Pos Gene Name  Ref Seq 3NoluHastal 3NoluHasta2
- Called Seq - Called Seq
NC_000010 6052663 IL2RA - Al- Al-
NC_000010 6052962 IL2RA G G|- G|-
NC_000010 6053253 IL2RA - T|- T|-
NC_000010 6053259 IL2RA T T|-
NC_000010 6053369 IL2RA - Al- Al-
NC_000010 6053374 IL2RA A G G
NC_000010 6054205 IL2RA - T|-
NC_000010 6054234 IL2RA - G|-
NC_000010 6054389 IL2RA G G|- Gl
NC_000010 6055813 IL2RA - T T T- T
NC_000010 6056227 IL2RA - Al-
NC_000010 6056294 IL2RA T TIC T|IC
NC_000010 6056973 IL2RA G G|
NC_000010 6057231 IL2RA T TIG TIG
NC_000010 6058416 IL2RA T T|IC T|IC
NC_000010 6058495 IL2RA - C C
NC_000010 6058735 IL2RA G C C
NC_000010 6060433 IL2RA C TIC T|IC
NC_000010 6060630 IL2RA C T|IC T|IC
NC_000010 6063319 IL2RA C TIC T|IC
NC_000010 6063383 IL2RA T C C
NC_000010 6063554 IL2RA C Cl-
NC_000010 6063674 IL2RA T C C
NC_000010 6064311 IL2RA C Cl-
NC_000010 6064617 IL2RA - Al- Al-
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 TIA TIA

NC_000010 6066462 IL2RA

®

GIA GlA




NC_000010 6067594 IL2RA c Cl-

NC_000010 6068110 IL2RA - Tl

NC_000010 6068547 IL2RA G c C

NC_000010 6077931 IL2RA T c C

NC_000010 6078032 IL2RA G GIA G|A

NC_000010 6078796 IL2RA G GIA G|A

NC_000010 6079037 IL2RA G G- Gl

NC_000010 6079344 IL2RA T TIC TIC

NC_000010 6079846 IL2RA G A A

NC_000010 6080637 IL2RA A CIA CIA

NC_000010 6080748 IL2RA A G G

NC_000010 6081040 IL2RA T TIC TIC

NC_000010 6087026 IL2RA A o C

NC_000010 6089571 IL2RA G GIA GIA

Tablo 22: 3Nolu hasta varyasyon sonuclari
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b. 4 Nolu hastanin her iki 6rneginin varyasyon sonuglari.

Ref Seq : referans , Called Seq: Sekans sonuglari

83

Ref ID Ref Pos Gene Name  Ref Seq 4NoluHastal - 4NoluHasta?2 -
Called Seq Called Seq
NC_000010 6052727 1L2RA A CIA CIA
NC_000010 6053374 IL2RA A GIA G|A
NC_000010 6053519 IL2RA - T
NC_000010 6053568 IL2RA C TIC TIC
NC_000010 6053827 IL2RA C TIC T|IC
NC_000010 6054389 IL2RA G Gl 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 Cl-
NC_000010 6056227 IL2RA - Al-
NC_000010 6056294 IL2RA T TIC TIC
NC_000010 6056318 IL2RA G G-
NC_000010 6056548 IL2RA - Al- Al-
NC_000010 6056749 IL2RA A GIA GIA
NC_000010 6057231 IL2RA T T|-
NC_000010 6057473 IL2RA G G|- G-
NC_000010 6057732 IL2RA G TIG TIG
NC_000010 6057812 IL2RA - Al-
NC_000010 6057969 IL2RA G G|-
NC_000010 6058112 IL2RA G G|- G-
NC_000010 6058247 IL2RA C Cl-
NC_000010 6058495 IL2RA - Cl- Cl-, CJ-
NC_000010 6058735 IL2RA G GIC GIC
NC_000010 6059074 IL2RA C Cl-
NC_000010 6059075 IL2RA C Cl-
NC_000010 6059584 IL2RA G G|- G-
NC_000010 6059690 IL2RA C Cl-
NC_000010 6059704 IL2RA G A A
NC_000010 6059898 IL2RA C CIA CIA
NC_000010 6060433 IL2RA C TIC T|IC
NC_000010 6060630 IL2RA C TIC TIC
NC_000010 6061751 IL2RA C Cl-




8

S

NC_000010 6061781 IL2RA T C Cl-

NC_000010 6061808 IL2RA G G-

NC_000010 6062382 IL2RA G G-

NC_000010 6062915 IL2RA T

-
|

NC_000010 6062931 IL2RA G G-

NC_000010 6063016 IL2RA T

O
O

NC_000010 6063253 IL2RA A G|A GIA

NC_000010 6063319 IL2RA C TIC TIC

NC_000010 6063554 IL2RA C Cl-

NC_000010 6063750 IL2RA T T|-

NC_000010 6064215 IL2RA G G-

NC_000010 6064618 IL2RA - Al-

NC_000010 6065636 IL2RA G A A

NC_000010 6066200 IL2RA C G|C GIC

NC_000010 6066532 IL2RA - T|-

NC_000010 6067303 IL2RA C CIA CIA

NC_000010 6068110 IL2RA - Tl

NC_000010 6068547 IL2RA G C c

NC_000010 6077845 IL2RA T TIG TIG

NC_000010 6077965 IL2RA C Cl- Cl-

NC_000010 6078751 IL2RA T Tl
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NC_000010
NC_000010
NC_000010
NC_000010
NC_000010
NC_000010
NC_000010
NC_000010
NC_000010
NC_000010
NC_000010

6079034
6079344
6079479
6080354
6080748
6081040
6081230
6081924
6091017
6091146
6091148

IL2RA
IL2RA
IL2RA
IL2RA
IL2RA
IL2RA
IL2RA
IL2RA
IL2RA
IL2RA
IL2RA

O® 4> O 4 > 4 > -

TIC
GIA
TIC

TIC
clA

TIA

TIC
GlA
TIC

TIc
clA

TIA
G-

Tablo 23: 4 Nolu hasta varyasyon sonugclari

C. 5 Nolu hastanin her iki 6rneginin varyasyon sonuglart.

Ref Seq : referans , Called Seq: Sekans sonuglari

Ref ID Ref Pos Gene Name  Ref Seq 5NoluHastal 5NoluHasta2
- Called Seq - 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 TIG TIG
NC_000010 6058112 IL2RA G G|
NC_000010 6058495 IL2RA - Cl- 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 CIA CIA
NC_000010 6061781 IL2RA T C Cl-
NC_000010 6062382 IL2RA G G|-
NC_000010 6062751 IL2RA C Cl-
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
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NC_000010
NC_000010
NC_000010
NC_000010
NC_000010
NC_000010
NC_000010
NC_000010
NC_000010
NC_000010
NC_000010
NC_000010
NC_000010
NC_000010
NC_000010

6077845
6077931
6078079
6078728
6079034
6079344
6079479
6079846
6080648
6080674
6080712
6080748
6080794
6081381
6081924

IL2RA
IL2RA
IL2RA
IL2RA
IL2RA
IL2RA
IL2RA
IL2RA
IL2RA
IL2RA
IL2RA
IL2RA
IL2RA
IL2RA
IL2RA

O>» 4" >0 >4 " 00 44

>

TIG TIG
Cc C
CIA CIA
Cl- Cl-
T T
TIC TIC
G|A GIA
GIA GIA
Al-

Al-

TIC TIC
E G
GIC GIC
T

C C

Tablo 24: 5 Nolu hasta varyasyon sonugclari

d. 7 Nolu hastanin her iki 6rneginin varyasyon sonuglari

Ref ID Ref Pos Gene Name  Ref Seq 7NoluHastal - 7NoluHasta2 -
Called Seq 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- Gl-
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 Gl
NC_000010 6058495 IL2RA - C C
NC_000010 6058711 IL2RA - Tl
NC_000010 6058735 IL2RA G C C
NC_000010 6064880 IL2RA T Tl
NC_000010 6064952 IL2RA - Al-
NC_000010 6065288 IL2RA T Tl
NC_000010 6065636 IL2RA G A A
NC_000010 6065790 IL2RA - T Tl
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NC_000010
NC_000010
NC_000010
NC_000010
NC_000010
NC_000010
NC_000010
NC_000010

6066195
6067594
6067688
6068547
6086747
6087026
6087794
6090046

IL2RA
IL2RA
IL2RA
IL2RA
IL2RA
IL2RA
IL2RA
IL2RA

O® >» OO > 0 -

Tablo 25: 7 Nolu hasta varyasyon sonuclari

e. 8 Nolu hastanin her iki 6rneginin varyasyon sonuglari

Ref ID Ref Pos Gene Name  Ref Seq 8NoluHastal 8NoluHasta2
- Called Seq - Called Seq
NC_000010 6053133 IL2RA G GIA GIA
NC_000010 6053163 IL2RA T TIA TIA
NC_000010 6053253 IL2RA - T|-
NC_000010 6053568 IL2RA C TIC TIC
NC_000010 6064311 IL2RA C Cl-
NC_000010 6064952 IL2RA - Al-
NC_000010 6065171 IL2RA G G|-
NC_000010 6065616 IL2RA A GIA G|IA
NC_000010 6065634 IL2RA T TIC TIC
NC_000010 6065636 IL2RA G A A
NC_000010 6065790 IL2RA - T|-
NC_000010 6066195 IL2RA T TIA TIA
NC_000010 6066590 IL2RA - T|- T|-
NC_000010 6067688 IL2RA A GIA G|A
NC_000010 6068110 IL2RA - T|-
NC_000010 6068547 IL2RA G C C

Tablo 26: 8 Nolu hasta varyasyon sonuclari



f. En az ii¢ 6rnekte ortak bulunan varyasyon tablosu

Ref No03-1 No03-2 No4-1 No4-2 No5-1 No05-2 No7-1 No7-2 No8-1 No8-2 dbSNP Varyant Onemi
6063554 C Cl- Cl- novel exon frameshift
6053374 A G G GIA GIA rs12244380  exon
6053568 C TIC TIC TIC T T T|IC TIC rs1570538 exon Spain population
6056294 T TIC T|IC TIC TIC rs12722596 intron
6057231 T TIG TIG Tl TIG T|G G G rs11256342 intron
6057732 G TIG TIG TIG TIG rs2386841 intron
6058735 G C C G|C G|C C C C C rs4747837 intron
6059704 G GIA A A GIA rs3793713 intron
6059898 C CIA CIA CIA CIA rs7899538 intron
6060433 C TIC T|IC TIC TIC rs12722588 intron
6060630 C T|IC TIC TIC TIC rs12722587  intron
6063016 T C C C C C C C C rs942198 intron
6063253 A G|A G|A G|A GIA rs2076846 intron
6063319 C TIC T|IC TIC TIC 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 GIA GIA GI|A G|A rs7900744 intron
6065636 G A A A A A A A A A A rs7913476 intron
6066195 T TIA TIA A TIA A A TIA TIA rs12358961 intron
6066462 G GIA GIA GIA GIA rs12722575  intron
6067688 A  G|A GIA G|IA G G GIA GIA rs2025345 intron
6068547 G C C C C C C C C C C rs7078547 intron
6077796 T C Cc C C C C TIC rs7910961 intron
6077931 T Cc C Cc Cc Cc Cc Cc Cc C Cc rs7911218 exon non-coding

88



6079344 T TIC TC TC TC Tc TC C c TIC  TIC  rs11256442 intron

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

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

6081924 A C|A CIA C C C C Cc Cc

@]

C rs791591 intron

6053253 - Tl Tl - T Tl Tl novel indel exon

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

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

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

6065790 - T T|- novel indel  intron

|
|
|
|

6068110 - Tl Tl novel indel intron

-
|

6079034 - Tl Tl T T T T novel indel intron

—
—
-

Tablo 27 : En az ii¢ ornekte tespit edilen varyasyon tablosu
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6. TARTISMA

Multipl Skleroz hastaligi genelde yetiskinligin ilk donemlerinde goriilen ve
kronik norolojik hasarlara sebep olan genetik ve gevresel faktorlerin birlikte rol
aldigi bir hastaliktir. MS’¢ genetik katkinin varhigi ailesel agregasyon, ikiz
caligmalar1 ve Avrupa orijinli popiilasyonlarinda Ki yiiksek insidansin Afrika ve Asya
popiilasyonlari ile karsilagtirma ¢alismalari ile kanitlanmistir [32]. Prevalans paterni
kuzey Avrupa’li gruplarin ve onlarin soyundan gelenlerin gogleri ile gaiklanabilir ve
bu durum genetik faktorlerin MS’e katkida bulundugu hipotezini giiglendirmektedir
[35]. Ikizlerde ve kardeslerde yapilan epidemiyolojik ¢alismalar genetik faktorlerin
etkisini agik¢a gostermektedir [27, 94]. Var olan bilgiler gosteriyor ki sadece tek bir
gen MS hassasiyetini etkilemiyor, her biri ¢ok az etki eden bir siirii gen MS’e katkida
bulunuyor [95]. Yapilan pek ¢ok c¢alismada kromozom 6p21 ‘deki HLA-DRB1
geninin test edilen popiilasyonlarda major risk olarak gorev aldig belirtiliyor [41].
Fakat bu durum MS’in genetik temelini tam olarak agiklayamiyor [96, 97]. HLA
bolgeleri disinda siiphelinenen pek ¢ok aday gen ya da genom tabanli yaklagimlar

bulunmaktadir fakat bunlar daha valide edilmemislerdir.

IL2RA (interleukin-2 receptor-alpha ) genindeki varyasyonlar, aday gen
yaklasimi ve tiim genom taramalari ile bu genin MS’ katkida bulundugunu
gosterdi.Uluslar arast Multipl Skleroz Genetigi Konsorsiyumu (IMSGSC) ‘nin
yaptig1 iki farkli Avrupali MS Orneklerinin ( Fransiz ve Alman) kullanildig
caligmada IL2RA genine ait iki adet SNP genotiplenmis ve MS’le c¢ok giicli
iligkilerinin oldugu gozlenmistir [77] . Bu SNP’ler rs12722489 ve rs2104286°dir. Bu
IL2RA genindeki bu SNP’lerin risk iliskisi kabul edilebilir deger araligindadir (odds
ratio,1.1-1.5). Fakat biiyiik 6l¢ekli 6rnek sayilarindaki replikasyonlart bu SNP’lerin
MS’e duyarililigina katkilarin1 daha ikna edici yapabilir.

Goriildugi tizere MS’le iliskilendirilmis HLA olmayan genlerin belirlenmesi

olduk¢a zordur. Tiirk toplumunda daha 6nce herhangi bir genom tabanli (GWAS)
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calismast MS’le alakali yapilmamistir. Buna ilaveten Tiirk MS hastalarinin HLA ve

HLA olmayan genlerdeki SNP c¢alismalarida mevcut degildir.

Biz de Tiirk toplumunda goriillen MS’le iliskili varyasyonlar1 tespit etmenin ilk
adimi olarak HLA olmayan genlerden ve daha once igerdigi intronik 2 SNP’le MS’le
yatkinligr kesfedilmis IL2RA genin Tirk MS hasta oOrneklerinde tim gen
dizilemesini yeni nesil dizileme yontemleri ile yapmaya karar verdik. Bu ¢alismadaki
amacimiz MS hastalarinin IL2RA gendeki varyasyonlar1 tespit ederek gelecek

calismalarla beraber hastalikla iliskilerini belirlemekti.

Toplam 5 adet hastanin 2’ser adet 6rnegi olmak tizere genomik DNA’dan IL2RA gen
bolgeleri amplikon seklinde ¢ogaltildi ve 10 6rnek yeni nesil dizileme ile dizilendi.
Dizileme isleminden sonra SNP analizi ve bu SNP’lerin dbSNP veri tabani ile
annotasyonlar1 yapilmistir. Bu sonuglara gore biitiin hastalar da toplam 51 SNP ve
71 farkli indel olmak tizere 122 farkli varyasyon tespit edilmistir. Bu
varyasyonlardan en az iki, ti¢, dort ve bes hastada ortak olan varyasyonlar
listelenmistir. En az iki hastada ortak olan varyasyonlarin listesine bakildiginda
onem ifade eden degisiklikler tespit edilmistir. En 6nemli 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 kesfedilmistir. Bu bulgulara ilaveten
3,5,7 ve 8 nolu hastalarda 6053253 lokasyonlu ekzon boélgesinde ve 3,4,5,7 ve 8
hastalarda 6053253 lokasyonlu ekzon bdlgesinde de novo heterozigot insersiyon
bulunmustur. Fakat bu farkliliklarin yeni bir varyasyon oldugunu sdyleyebilmek icin
sanger sekansla konfirme edilmesi gerekmektedir. Ayrica 3,5 7, ve 8 Nolu hastalarda
da 6053568 pozisyonunda ekzon bolgesinde rs1570538 numarali SNP bulunmustur.
rs1570538 SNP’inin &zelligi Ispanyol MS hastasi popiilasyonunda bulunmus bir
SNP’tir.

MS hastaligiyla sadece ekzonlarda varyasyonlar degil ayn1 zamanda intronlardaki
varyasyonlarda hastalikla iligkili olabilir ¢iinkiit OMIM’de MS iliskilendirilmis 2 adet

SNP’de intron bdlgesinde bulunmaktadir. Bu nedenle bu hastalardaki intron
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bolgelerindeki varyasyonlara da bakilmistir. En az iki hastada bulunan ve konfirme
edilmesi gereken de novo varyasyonlar su lokasyonlarda ki varyasyonlardir,

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

dbSNP’de eslestirilen varyasyonlar numaralar1 su tablo 27°de listelenmistir.

Sonu¢ olarak calismamizda amaglanan Tirk MS hastalarinda bilinen ve
denovo varyasyon ¢alisgmasinda yeni nesil dizileme ile 5 adet hastanin IL2RA geni
intron ve ekzon bolgeleri dahil olmak {izere sekanslanmis ve bulunan varyasyonlar
Oonemlerine gore listelenmistir. Bundan sonraki calismada bulunan bu de novo
varyasyonlar sanger sekansla konfirme edilecek ve hasta sayisi artirilarak GWAS

caligsmalarinin 6nii agilacaktir.
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