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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

HIV ve KAPOSi SARKOMA HASTALIGINDA MiKROARRAY iLE SNP (TEK
NUKLEOTID POLIMORFiZMi) ANALIiZi

Emrah OZCAN

Harran Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Damisman: Dr. Ogr. Uyesi ismail KOYUNCU
YIL: 2018, Sayfa: 60

Bu ¢alisma HIV viriislii olup Kaposi Sarkoma (HIV+) hastaligini tasiyan ve HIV viriislii olup Kaposi
Sarkoma hastaligini tagamayan bireyler arasindaki SNP farkliliklarini belirlemek amaciyla 2017
yilinda laboratuvar kosullarinda gerceklesmistir. Harran Universitesi Arastirma ve Uygulama
Hastanesi Enfeksiyon polinikliginde teshisi konulan bireylerden alinan kan ornekleriyle calisma
gerceklestirilmigtir. Hastalardan ve kontrol bireyinden alinan kan o6rneklerinden DNA izolasyonu
yapilmis ve bu DNA’lardan mikroarray sistemiyle SNP analizi gergeklestirilmistir. Yaptigimiz
¢alisma sonucunda 204 000 tane SNP taranmis ve bunlardan 32.362 tane SNP’in Kontrol [KS (-) ve
HIV ()] ve HIV+ [KS(-)] grupta aym allel oldugu fakat Kaposi Sarkoma [KS(+) ve HIV(+)]
hastasinda farkli allel oldugu goriilmiistiir. Farklilik olan bu SNP’lerden 16 tanesinin daha &nce
yapilan ¢aligmalarla Kaposi Sarkoma [KS(+) ve HIV(+)] ile baglantili bulunan genler igerisinde yer
aldigini belirlenmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Kaposi sarkoma, SNP (Tek Niikleotid Polimorfizmi), HIV, Mikroarray



ABSTRACT

MSc Thesis

SNP (SINGLE NUCLEOTIDE POLYMORPHISM) ANALISES WITH MICROARRAY in
HIV AND KAPOSI'S SARCOMA PATIENT

Emrah OZCAN

Harran University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Genetic Analasis

Supervisor: Assist. Prof. Dr. Ismail KOYUNCU
Year: 2018, Page: 60

This study was conducted in laboratory conditions in 2017 to determine the SNP differences between
HIV-infected individuals carrying Kaposi's Sarcoma (HIV +) disease and HIV-infected individuals
who did not have Kaposi's sarcoma disease. This study was carried out with blood samples taken from
individuals diagnosed at the Harran University Research and Practice Hospital Infection Clinic. DNA
was isolated from blood samples taken from patients and control individual, and SNP analysis was
carried out using microarray system from these DNAs. As a result of our work 204 000 SNP screened,
and 32 362 of these units SNPs controls [KS (-) and HIV (-)] and HIV+ [KS (-)] are the same allele
group but Kaposi's Sarcoma [KS(+) and HIV(+)] was found to be different alleles in the patient. We
determined that 16 of these SNPs with differences were included in the genes associated with Kaposi's
sarcoma [KS(+) and HIV(+)] in previous studies.

KEY WORDS: Kaposi's sarcoma, SNP (Single Nucleotide Polymorphism), HIV, Microarray
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1. GIRIS

Insanlar arasinda DNA'nin % 99,9’u aynidir ve insan 1rkinda genetik ¢esitlilik
DNA niikleotidlerin dizilimindeki kiiciik farklardan kaynaklanmaktadir. DNA
dizilimindeki baz1 kiigiik farklar insan fenotipini etkilememekle birlikte dizilimdeki
baz1 kiiciikk farklar direkt hastaliga neden olabilmektedir. Bu iki durum arasinda
anatomik, fizyolojik, tedaviye cevap, ilaglara yan etki, enfeksiyonlara yatkinlik,
kansere yatkinlik ve kisilik 6zellikleri gibi farkliliklar yer almaktadir (Firth ve ark.,
2017).

Bir gendeki 6zel bir kromozom bdlgesi (lokus) veya DNA dizisinin birkag
alternatif formundan her biri “’allel”” olarak adlandirilmaktadir. Gen lokusu
kromozom fizerinde belirli bir karaktere ait genetik bilginin yer aldigr bolgedir.
Insanda her otozomal lokusda biri babadan digeri anneden gegen iki allel bulunur.
Popiilasyondaki bireylerin belli bir gen boélgesinde, belli bir allelin bulunma sikligi
allel frekans1 veya gen frekansi olarak adlandirilir. Bir toplumda genlerin dagilimi
farkli gen bolgelerindeki allel frekanslar1 ile karakterize edilebilir (Waddington,
2014). Genomun farkli lokuslarinda bulunan allellerde ¢ok degisik mutasyonlar
bulunabilmektedir. Bu mutasyonlar toplumda normal varyasyonundan kalitsal
hastaliklara kadar uzanmaktadir. Giiniimiizde rutin molekiiler teknikler kullanilarak
genetik hastaliktaki birgok mutasyon kolaylikla belirlenebilmektedir. Toplumdaki
farkli mutasyonlarin tanimlanmasi sayesinde ailelerin genetik hastaliklar agisindan
aragtirtlmast ve biyiik popiilasyonlardaki risklerin  belirlenmesine imkan

tanimaktadir.

Polimorfizm, DNA {izerinde herhangi bir genetik hastalifa neden olmayan
ancak hastalik i¢in bir risk faktorii olusturabilen degisikliklerdir. Bu degisikliklere
suskun niikleotid degisimleri denilmektedir. Genetik polimorfizm ise genel
popiilasyonda bulunan kromozomlarin % 1'inden fazlasinda bulunana allel
durumudur. Allel siklifi % 1’den az ise buna ‘nadir varyantlar’ denilmektedir.

Genlerin regulatdr (diizenleyici) bolgelerinde bulunan polimorfik alleller genlerin
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transkripsiyonel regiilasyonunu etkileyerek fenotipik  degisikliklere neden
olabilmektedir. Polimorfizmler, tekli baz degisiklikleri, par¢a kayb1 veya eklenmesi
ile  olusabilirler ve siklikla genlerin protein  kodlamayan bolgelerinde

gériilmektedirler (Angel, 2017).

Yapisal genlerde, aminoasitleri kodlamak tizere sifrelenmis olan niikleotid
segmentlerine ekzon, sifrelenmemis olan niikleotid segmentlerine ise intron
denilmektedir. Protein sentezini kodlayan fonksiyonel ve yapisal genlere tek kopya
genleri denilmektedir. Hiicre, her genetik dizi i¢in iki kopya icermektedir. Tek kopya
genlerin olusumuna katilan DNA, kromozomlarin i¢inde bulunan DNA ’nin kiigiik bir
kismini olusturmaktadir. Bu bélgedeki DNA degisimleri proteinin fonksiyonunu

degistirmektedir (Nussbaum ve ark., 2015).

Belirli bir DNA ¢ift sarmal dizisini taniyan ve DNA'y1 belirli bir noktadan
kesen enzimlere ‘Restriksiyon Enzimleri’ denilmektedir. Eger polimorfizmler, bu
restriksiyon enzimlerinin kesim bdlgesinin yok olmasimna ya da fazladan yeni bir
kesim bolgesi olugsmasina neden olurlarsa, bu durum kolaylikla saptanabilmektedir.
Bu enzimler DNA’y1 kestiginde farkli uzunlukta DNA pargalart olusur ve agaroz jel
elektroforezinde molekiiler boyutlarina gore degisik pozisyonlarda goriiliirler.
Bunlara; restriksiyon enzimi uzunluk polimorfizmleri "Restriction fragment length
polimorphism (RFLP)" denilmektedir (Buckhout-White ve ark., 2018).

Kodlamayan DNA segmentleri iki ana grupta incelenebilir; dagilmis
tekrarlayan DNA dizileri: Uzunluklar1 500 baz ¢iftinden daha kiigiik olan ve tiim
genoma dagilmis olarak bulunan dizilere SINE (short interspersed repeared
sequences) denilmektedir. Bu gruba ait ailelerden en 6nemlisi Alu tekrar dizisidir.
Alu ailesinin tiim genomdaki kopya sayist 500.000 kadar olup, uzunluklar1 300 baz
¢ifti civarindadir. 5-6 kb uzunlugunda olan tekrar dizisine ise LINE (long
interspersed repeared sequences) denilmektedir. Dagilmamis tekrarlayan DNA
dizileri: Bunlar genellikle kromozomlarin heterokromatik bdlgelerinde lokalize
olmuslardir. Ayrica kromozomlarin sentromerik ve telomerik bolgelerinde de

bulunmaktadirlar. Tekrarlanan DNA sayis1 ayni ailenin bireylerinde farkli olabilir.
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Hiicrenin yasami boyunca olusan replikasyonlar sirasinda tekrar sayilar
degisebilmektedir ve bu degisiklikler bir sonraki nesle aktarilmaktadir (Basaran,
1999).

Tek niikleotid polimorfizmi (SNP); DNA dizisini olusturan adenin, guanin,
sitozin, timin baz ciftinden birinin diger baz ¢ifti ile degismesi olarak adlandirilir.
SNP’ler insan genomunda en sik bulunan genetik varyasyonlardir. Bir genetik
varyasyonun polimorfizm olarak tanimlanabilmesi i¢in bir populasyondaki sikliginin
en az %1 olmas1 gerekmektedir. Insan genomunda tiim DNA dizisinin ¢ok az bir
kismin1 kapsayan genler arasindaki DNA dizisinin % 90’dan fazlast belirli bir iiriin
kodlamamaktadir. Her 1000 baz ¢iftinde bir bulunan birgcok SNP protein yapisinda
ve fonksiyonunda degisiklige neden olmaz (Miller ve ark., 2001). Eger bir SNP
amino asitlerde degisiklige neden oluyorsa bu SNP non-synonymous veya missense

(yanlis anlamli) SNP olarak adlandirilirlar.

Promotor bolgede bulunan SNP’ler protein yapisinda degisiklik
olusturmamakla birlikte transkripsiyon faktorlerinin baglanmasini etkileyebilmekte
ve boylece protein ekspresyonunu degistirebilmektedir. Fakat SNP’lerin ¢ogunun
kodlamayan dizide bulunmalari ve ayni amino asidi kodlayan varyantlar

olusturduklarindan fenotip tizerinde herhangi bir etkisi olmamaktadir.

Kodlamayan bolgelerde bulunan SNP’lerden 5° veya 3’ transle olmayan
bolgede olanlarin transkripsiyon sonrasi regulasyonda kritik rol oynayabildigi
bilinmektedir. Aday gen analizinde SNP’ler se¢ilirken bu farkliliklarin anlagilmasi
onemlidir. Genel olarak promoter bolgede bulunan SNP’ler ve missense SNP’ler

kodlamayan bolgede bulunan SNP’lere gore daha 6nemlidir (Yende ve ark., 2006).

Son yillarda yapilan c¢aligmalar sayesinde SNP’lerin tanimlanmasi ve
genomda sik bulunmalarinin anlasilmasi ile genomda kararli bir sekilde dagilim
gostermeleri SNP’lerin tercih edilen molekiiler belirteg olmalarimi saglamistir. Bir
defada bir bireye ait milyonun iizerinde SNP genotiplendirebilen yiiksek islem

hacimli genotipleme yontemlerinin gelismesi ile bir bireye ait genom haritasi ortaya
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koyulabilir hale gelmistir. Bu nedenle SNP’ler baglanti ve asosiyasyon analizi

caligmalarinda yaygin olarak kullanilmaktadirlar (Gupta ve ark., 2008).

Kesfinden yillar sonra bile (Chang Y. ve ark., 1994) Kaposi sarkoma herpes
viriisii (KSHV) veya insan herpesviriisii-8 (HHV-8), gizemli onkoviriis olmaya ve
Afrika'daki endemik bolgelerde ve bazi anti-retroviral tedavi (ART) alan hastalarda
Klinik bir sorun olmaya devam etmektedir. Bir gamma-2 herpesvirus olan KSHV,
Kaposi sarkomunun etiyolojik ajanidir (Chang ve ark., 1994). KSHV, Mediterranean
veya Ashkenazi kokenli yagh bireyleri etkileyen klasik KS, transplantla iligkili KS,
Sahra alt1 iilkeleri etkileyen endemik KS ve AIDS'e bagli veya epidemik KS dahil
olmak iizere hastaligin tiim klinik formlariyla kesinlikle baglantilidir (Ganem ve ark.,
2010). KSHV, KS ig hiicrelerinde bulunur (Mesri ve ark., 2010). KSHV enfeksiyonu
KS'nin baglangicindan 6nce gelir (Casper, 2011). HHV-8'in seroprevalans hizi, farkli
cografi bolgelerde onemli derecede degisir. KSHV seroprevalansi KS insidansinin
yiiksek oldugu alanlarda daha yiiksektir (An ve ark., 2006). Nitekim Kuzey Avrupa,
Kuzey Amerika ve Asya'nin biiyilik boliimiinde% 10'un altinda, Akdeniz bdlgesinde
% 10-30, Sahraalti Afrika'da ve Giiney Amerika'nin bir bdliimiinde% 50'nin
tizerindedir (Mesri, 2010; Reinheimer 2011). HHV-8-seropozitif bireylerin sadece
kiigiik bir yiizdesi KS'ye ilerlemekte, ancak KS gelisimi i¢in yeterli gériinmemekle

birlikte, viriis enfeksiyonunun 6nkosul roliinii desteklemektedir.

HIV negatif hastalarda Kaposi sarkomu (KS) nadirdir ve AIDS ile iliskili
KS'den ayirt edilmelidir. Iki grup AIDS'le iliskili KS'yi gelistirme riski altindadir.
Agirlikli olarak Akdeniz kokenli yash erkekler ve iyatrojenik immiinsupresyonu olan
kisiler yiiksek risk altindadir. AIDS hastalarinda KS'nin aksine, AIDS dist iligkili KS
nadiren lenf diiglimleri veya organlar1 iceren lokalize bir prosestir ve cogu olgu lokal

ya da sistemik terapotik stratejilere yanit verir (Jacob ve ark., 2011).

KSHV dogustan gelen ve spesifik bagisikliga miidahale eden, apoptozu
engelleyen, hiicre proliferasyonunu ve sitokin iiretimini artiran ve anjiyojenezi tegvik
eden ¢esitli genleri kodlar ve bunlar hastalik patogenezinde oOnemli roller

oynamaktadir. Arastirmacilar, kesfinden kisa siire sonra KSHV'nin neden oldugu iki
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ilave hastalik tespit ettiler. Bunlardan birincisi primer effiizyon lenfomas: (PEL);
genellikle viicut bosluklarinda ortaya ¢ikan agresif B hiicreli bir lenfoma idi. Viicut
boslugu lenfomalar1 daha o©nce go6zlemlenmekle birlikte, ancak KSHV ile
iliskilendirildikten sonra ayirdedilen belirgin bir lenfoma alt tipi olmustur
(Cesarman, 1995; Nador, 1996 ). ikinci hastalik da plazmablastik multisentrik
Castleman hastaligit (KSHV-MCD) idi (Soulier ve ark., 1995). Bu hastaliklar
oncelikli olarak HIV bulagmis hastalarda gelisir, ancak HIV ile enfekte olmamis
kisilerde de ortaya cikabilir. KSHYV ile iligkili lenfomalarin isimlendirilmesi PEL ve
KSHYV ile iligkili diffiiz biiylik B hiicreli lenfomanin ekstraakiter bir varyantini
icerdigi seklinde gelismistir (Swerdlow ve ark., 2016).

KSHYV ile birincil enfeksiyon, genellikle sessiz olmakla birlikte, bazen ates,
lenfadenopati, dokiintii veya ishale neden olabilir (Wang ve ark., 2001). KSHV ve
HIV ile ortak enfekte olan hastalar genellikle birden fazla KSHV ile iliskili hastalik
tagir. Bu nedenle, klinisyenler bu bozukluklardan birine sahip bir hastay1 goriirken,
ilave teshislerin tedaviye etkileri olabileceginden yiiksek bir siiphe endeksi
bulundurmalidir. KSHV tiikiiriikte salgilanabilir ve bunun baslica yayillma vasitasi
oldugu distlintilmektedir (Pauk ve ark., 2000). KSHV viral yiikii (VL) semende
onemli derecede diisiiktiir ve bu 6dnemli bir iletim arac1 oldugu diisiiniilmemektedir.
Sahra alti Afrika'da virlis girigsinin onemli bir kismi agizyoluyla olmakta ve
enfeksiyon genellikle ¢cocukluk ¢aginda ortaya ¢ikmaktadir (Crabtree, 2014; Borges,
2012). KSHYV, saglikli olarak enfekte olmus bireylerin dolasimdaki B hiicrelerinde
tespit edilebilir (Blackbourn, 1997; Mbulaiteye, 2003).

KS ilerlemesinin arkasindaki bagisiklik baskilama rolii iyi belgelenmis olsa
da, etnik koken, hem cevresel hem de genetik faktorler bu senaryoda biiytik bir rol
oynamaktadir (de Souza, 2007; Jalilvand, 2015). HHV-8 prevelansi, genel
popiilasyonun % 2-3.6" sinda, hemodiyaliz hastalarmin % 16.9'unda, bobrek nakli
alan hastalarin % 25'inde ve HIV ile enfekte hastalarin % 45.7'sinde bildirilmistir
(Ahmadpoor, 2007; Jalilvand, 2011). Bobrek transplantasyonunda yiiksek KS

insidansi, viriisiin genel popiilasyonda yaygin olabilecegini, genetik veya cevresel
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faktorlerden dolay1 yalnizca birkag virlis bulagsmis kisinin KS gelisme sansina sahip

olabilecegini diisiindiirmektedir (Varmazyar, 2017).

KSHYV endotel hiicresi soyunda tlimdre donilistimii saglar ve indiikler. Diger
insan onkojenik viriisleri gibi tek bagina KSHV enfeksiyonu da KSHV ile iliskili
kansere neden olmak i¢in genellikle yeterli degildir ve HIV / AIDS ile iliskili iki B
hiicreli lenfoproliferatif bozukluklar1 da igerirmelidir. Bu, malign transformasyon
icin diger faktorlerin gerekli oldugunu gostermektedir (Mesri ve ark., 2014,
Cesarman, 2014).

HIV ile enfekte olan bireylerde KS insidansi carpict bir sekilde artmaktadir;
bu da HIV / AIDS'in KSHV onkogenezisi i¢in gii¢lii bir faktor olduguna isaret
etmektedir (Ganem ve ark., 2010; Casper, 2011; Martin, 2011). Yine de, bu yiiksek
riskli grupta bile, KSHV ile enfekte olmus kisilerin ¢ogunlugu KS'yi
gelistiremeyecektir. Genetik yatkinlik, immiin durum ve HIV enfeksiyonu arasindaki
karmagik etkilesimlerin KSHV enfeksiyonunun kanser sonuglarini belirledigini

ortaya koyuyor.

KSHV biiyiik bir ¢ift sarmalli DNA virtistidiir (Schulz ve ark., 2015). B-
hiicreleri, monositler ve endotel hiicreleri de dahil olmak iizere birgok hiicre tipini
enfekte edebilir. Diger herpes viriisleri gibi, KSHV de latent ve litik replikasyon
programlarina sahiptir. Gecikme siiresince ORF72 (v-siklin), ORF73 (gecikme ile
iliskili niikleer antijen [LANA]), ORFK10.5 (vIRF3) ve birka¢ viral mikro RNA
(miRNA) tarafindan kodlananlar da dahil olmak iizere az sayida gen ifade edilir.
Litik ¢ogaltma, litik gen ekspresyonunu, virionlarin salinmasint ve enfekte olmus
hiicrelerin 6limini igerir. Litik replikasyona gecis, ORF50 tarafindan kodlanan
replikasyon ve transkripsiyon aktivatorii (RTA) araciligindadir (Sun ve ark., 1998).
Cesitli fizyolojik sinyaller, hipoksi, oksidatif stres, baz1 sitokinler, sodyum biitirat ve
12-O-tetradekanoilflorbol-13-asetat (TPA) gibi bazi kimyasallar1 iceren RTA'yi
aktive edebilir (Davis, 2001; Li, 2011) (Sekil 1.1).
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Sekil 1.1. Kaposi sarkom herpesviriis (KSHV) tarafindan kodlanmis proteinler hiicresel
cogalmay1, hayatta kalmayi, farklilasmay1 ve anjiyogeneziyi etkileyebilir. KSHV,
hayati proliferatif ve hayatta kalma fonksiyonlarim1 saglayan hiicresel proteinlere
homolog kodlayan birkag agik okuma g¢ergevesi igerir. Bunlarin arasinda;
l.salgilanan otokrin / parakrin faktérler (vIL-6 ve VMIP'ler); 2. transmembran
sinyal molekiilleri (vGPCR ve K1); 3.transkripsiyonel diizenleyiciler (VIRF'ler ve
LANA); 4. hiicre dongisii regiilatorii (vCYC); 5. timor siipresdr gen baglama
aktivitesi (LANA); 6.apoptoz inhibitérleri (vBCL2, vFLIP ve vIAP) yer alir.
(Davis, 2001; Li, 2011)

KSHYV, apoptoz veya hiicre dongiisii engellenmesi gibi dogustan hiicresel
savunmalar1 engelleyebilen genleri kodlar, immiinolojik antiviral savunmalar1 yikar,
enfekte olmus hiicrelerin ¢ogalmasini tesvik eder. Baz1 KSHV genleri insan genlerini
anjiyojenik ve inflamatuvar 6zelliklerle taklit eder. Bu genler igin evrimsel baski
KSHV sag kalimi tesvik etmek olsa da, KSHV ile ilgili tiimoérlerin ve proliferatif
hastaliklarin istenmeyen sonuglarin ortaya ¢ikmasina da yol acabilir (Moore, 1996;
Boshoff, 1997). KSHYV ile enfekte hastalarda neden farkli hastaliklarin gelistigi belli
degildir. Bir olasilik, KSHV-kodlu mikroRNA'daki farkliliklarin farkli hastalik
belirtilerine katkida bulunabilecegidir (Ray ve ark., 2012). Birkag KSHV kodlu gen
belirli bir yolakta calisir. Bir viral interlokin-6 (vIL-6), JAK / STAT yolagini
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uyararak VEGF ve anjiyogenezin artmis ekspresyonuna neden olur (Aoki, 2000; Liu,
2001). VIL-6 ayn1 zamanda hiicre proliferasyonunu destekler ve KSHV-MCD
semptomatolojisine katkida bulunur (Uldrick ve ark., 2010). LANA p53'i inhibe
eder, KSHYV ile enfekte hiicrelerin apoptozunu azaltir (Friborg ve ark., 1999). KSHV
ile kodlanmis interferon yamt faktorleri (vIRF'ler), MHC proteinlerinin
downregiilasyonu ile bagisikliktan kac¢inmayi gelistirir (Lagos, 2007; Schmidt,
2011). V-FLIP kaposin B ve ORF4 dahil olmak {izere birkag KSHV geni, insan IL-
6'smi upregiile eder. KSHV v-FLIP, PEL, KS ve KSHV-MCD patogenezine katkida
bulunan NF-kB'yi aktive eder.

AIDS-KS lezyonlari, cogalan KSHYV igsi hiicreleri, eritrosit ekstravazasyonu
ile yogun anjiyogenez ve inflamatuar hiicre infiltrasyonu ile karakterizedir. KSHV
enfeksiyonu hiicre doniistimiiniin 6zelliklerini tasiyan Onemli morfolojik ve
transkripsiyonel degisikliklerle sonuglanmasina ragmen, bu hiicre tiplerinden azi
dontistiiriilmiis ve tiimore 6zeldir. Hiicresel belirteclerin heterojen ifadesi ve KS
lezyonlariin ¢ok odakli dogasi, dolasimdaki bir hematopoietik progenitdr hiicrenin
(HSC) KS igsi hiicrelerine neden olabilecegini gostermektedir. Ozellikle endotel
progenitdr hiicreleri (EPC'ler) ve mezenkimal kok hiicreler (MSC) 'de bu daha iyi
anlagilmaktadir ¢linkii her ikisi de endotelyal soylari ayirt etme kapasitesine
sahiptirler (Cancian ve ark., 2013). AIDS-KS (Browning, 1994) 'de dolagimdaki

artan bir KS 6gesinin varligina isaret eden kanitlar sunlardir:

(A) Bobrek transplant alicilarindaki KS igsi hiicreleri donér kaynaklidir
(Barozzi, 2003).

(B) KS, "Koebner fenomeni" ni sergilemekte ve KS lezyonlarinin yaralanma
yerlerinde ortaya ¢ikmasi, enflamatuvar sitokinlerin dolasimdaki KS onciilerini

travma alanina gétiirdiigiini diigtindiirmektedir (Cancian ve ark., 2013).

(C) HIV / AIDS'de yiikselmis enflamatuvar sitokinler, potansiyel KS
onciilerini  gorevlendirebilir ve igsi hiicre farklilasmasin1t ve c¢ogalmasin

indiikleyebilir (Browning, 1994).
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(D) Fare endotelyal HSCsoy hiicrelerinden ve biri sigan MSC'den KSHV'ye
bagimli sekilde tiimdrler olusturulan iic KS modeli, bu popiilasyonlarin KSHV

enfeksiyonunun onkojenik oldugu hiicre tiplerini igerdigini disiindiirdii (Mutlu ve
ark., 2007; Jones ve ark., 2012).

KSHV enfeksiyonunun transkripsiyonel yeniden programlamaya neden
olmast ve KSHV'in giris reseptorleri olan a3B5 integrinin (ITGA3 / ITGBS) ve
EphrinA-reseptor-2'nin (EPHA2) genisge ekspresyonu nedeniyle birgok hiicre tipini
etkileyebileceginden KS progenitdriiniin tanimlanmasi karmasiktir. Bu nedenle,
enfekte olmus KS igsi hiicrelerinin fenotipik belirteclerinin hedef hiicrelerin
fenotipik belirteclerine karsilik gelip gelmedigini veya KSHV'nin konakgi hiicre
transkripsiyonunu yeniden programlama yeteneginin bir sonucu olup olmadigini

bilmek zordur (Cancian ve ark., 2013).

KSHV, KS'nin tiim malign fenotipik ozelliklerini (kanser belirtegleri-cancer
hallmark) indiikleme potansiyeline sahip 14 ana homolog da dahil olmak iizere
birkag viral kanser kodlamaktadir. KSHV latent veya litik enfeksiyon olusturabilir.
KSHV latent veya litik enfeksiyon olusturabilir. Latent, KSHV'nin konakg¢iya
epizomal bakim i¢in gerekli olan siirli gen sayisini ifade ederek ¢ogaltan immiin-
sessiz bir halidir (Ganem ve ark., 2010; Mesri ve ark, 2010). Litik enfeksiyon
sirasinda KSHV yeni virion iiretmek i¢in tam replikasyon programini ifade eder.
Latent gen ekspresyonu, konak hiicre ¢ogalmasini ve hayatta kalmay1 hizlandirarak
viral kaliciligr ve replikasyonu desteklemektedir (Ganem ve ark., 2010). Latent
KSHV genleri arasinda LANA'nin p53 ve pRB tiimor baskilayici yollarini inaktive
ettigi gosterilmistir (Radkov ve ark., 2000). KSHV siklin homologu (v-siklin) hem
p21 hem de p27 Siklin bagiml kinaz (CDK) inhibitdrlerini etkisiz hale getirerek
hiicre dongiisii girisini indiikleyebilmektedir (Swanton ve ark., 1997). Viral FLICE
engelleyici protein (vFLIP), BCL-2 ve A20 gibi anti-apoptotik genlerin
transkripsiyonunu yiiksek seviyede diizenlemeyle hiicre sagkalimim tesvik ederek
NFkB'yi yapilandiric1 olarak aktiflestirebilir (Guasparri ve ark., 2004). Kaposin
(K12) ve KSHV-kodlu miRNA (Zhu ve ark., 2013) gibi diger KSHV latent genleri,
KS habis fenotipi indiiklemede daha ¢ok birlikte ¢alistiklarini gésterilmistir.
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KSHV litik ifadesi, DNA hasar tepkisini etkileyerek, hayatta kalmayi
artirarak ve bagisiklik tepkisini kagiracak sekilde viral cogalmayi destekleyen genleri
igerir. Sonug olarak, litik genler asagidaki KS habis fenotipleri indiikleyebilir:

1) Immiin kagima: K3 ve K5 bagisiklik tanima genlerini ubikitinasyon
ile diisiik seviyede diizenlerken IRF homologlar1 (vIRF'ler 1-4) IFN tepkisini ve
ORFK4 kompleman sistemini inhibe edebilir (Coscoy, 2007).

@) Genetik instabilite: VIRF-1, p53 aracili ATM aktivasyonunu inhibe
ederek DNA hasar yanitin1 engelleyebilir ve viral G proteine bagli reseptor
(vGPCR), Racl aracili ROS aktivasyonu yoluyla oksidatif DNA hasarini
indiikleyebilir (Ma ve ark., 2013).

3) Anti-apoptoz: VGPCR ve K1'in, anti-apoptotik NFkB yolagini aktive
ettigi gosterilirken vIRF-1'in, BIM gibi sadece BAP-3 proapoptotik aracilari

inhibisyonu gdsterilmistir.

KSHV litik genleri, enfekte olmayan endotel ve hematopoietik hiicrelerin
toplanmasimna yardimci olan anjiyojenez ve inflamasyonu indiikleyerek KS
onciilerinin tekrar enfekte edilmesini de tesvik edebilir. Groo ve IL-8 reseptor
CXCRI1 / 2'nin yapisal olarak aktif bir homologu olan vVGPCR, MAPK, NFkB ve
PISBK-AKT-mTOR yolaklarin1 aktive eder bu da VEGF ve reseptorii olan KDR
(VEGFR2) yiiksek seviyede diizenlenmesine neden oldugu anjiyojenik gegis ve
endotel hiicre 6liimsiizlesmesine neden olur (Bais ve ark., 1998; Bais ve ark., 2003).
VGPCR, VEGF, IL-6, Anjiyopoietin-2 (ANGPT2) ve PDGF'yi yiiksek seviyede
diizenleyerek transjenik farelerde anjiyojenik KS benzeri tiimorleri indiiklemektedir
(Jensen ve ark., 2005; Sodhi ve ark., 2006). K1, AKT ve NFkB yoluyla anjiyojenik
ve inflamatuvar yanitlar1 olusturucu olarak indiikleyebilen bir ITAM motifi igerir
(Wang ve ark., 2006). Buna ek olarak KSHV, gp130 sinyalini ve diger viral
homologlar1 anjiyojenik kemokinlere (vMIP-1 / 1l veya vCCL-I-IIl) gii¢lii bir

10
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sekilde aktive edebilen bir viral IL-6 (VIL-6) da dahil olmak {izere birkag virokeni
kodla (Chen ve ark., 2009).

KSHV anjiyogenik genleri ifade eden litik enfeksiyonu sitopatik ve
immiinojeniktir. Bu nedenle immiinokompetan bireylerde hiicreleri doniistiirmez
(Sekil 1.2) (Ganem ve ark., 2010). Bununla ilgili iki hipotez onerilmistir: "parakrin
onkogenez" hipotezi (Sekil 2B ), KS lezyonlarinda erken litik genleri ifade eden, litik
enfekte hiicrelerin ya da latent enfekte hiicrelerin varligina dayaniyor (Chang ve ark.,
2013). Bu hiicreler anjiyojenik ve KS biiylime faktorlerinin (VEGF, IL-6, PDGF)
tiretimini tesvik eden vGPCR, K1 ve ORF45 gibi anjiyogenik genleri ifade eder ve
virokinler ile birlikte latansiyel olarak enfekte olmus hiicrelerin ¢ogalmasini ve
anjiyogeneziyi parakrin sekilde uyarir (Sekil 1.3) (Montaner ve ark., 2006). Bir bagka
uyumlu senaryo ise, onkojenik erken litik genleri (tam litik program degil) ifade eden
hiicrelerin genetik veya epigenetik onkojenik degisikliklerle doniistiiriilebildigi ve
geri doniis yapabildigi "dusik rektifiye" hipotezidir (Sekil 1.2) (Chang ve ark.,
2013).

11
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Sekil 1.2. Saglikli ve HIV / AIDS hastalarinda KSHV patobiyolojisi. A) Saglikli bir konakta,

KS onciistinin  KSHV enfeksiyonu, latent enfeksiyon veya sitopatik litik
replikasyona neden oldugundan onkojenik degildir. Onkojenik litik gen
ekspresyonuna yol acan yeniden aktivasyon immiinolojik kontrol altindadir. (B)
Parakrin Onkogenezisine ve Abortif Litik Hipotezlere Gore AIDS-KS Patogenezi
Senaryosu. HIV / AIDS'te azaltilmig immiin gozetim, inflamatuvar sitokinler ve HIV
Tat, KSHV yeniden aktivasyonuna ve yeniden enfeksiyona neden olur. Bu artmus,
kontrol edilemeyen, erken litik onkojenik gen ekspresyonuna yol agar ve buna eglik
eden somatik konakg¢i hiicre onkojenik degisiklikleri ile hiicre doniigiimii riski
bulundurur. Doniisiim iizerine hiicreler, erken litik onkogenleri kapatir. Latent
enfekte transforme hiicreler, litik olarak enfekte olmus ya da abortif litik hiicrelerden
salinan anjiyojenik ve proliferatif faktorler ile parakrin bir sekilde uyarilir. Buna ek
olarak, litik enfekte hiicreler anjiyogenez ve inflamasyonu hedef alan KS onciileri
calistirirken, yeniden enfeksiyon icin virionlarin sabit bir kaynagini saglar. ART,
bagisiklik diizeltmesi ve HIV viral yiiklerinin azaltilmis seviyeleri yoluyla KSHV
yeniden aktivasyonunu ve litik replikasyonu inhibe eder. Gansiklovir viral
replikasyonu ve litik gen ekspresyonunu engeller. (Cavallin, 2014)

Bu hipotezler, vGPCR ile indiiklenen tlimorlerin parakrin dogasini gosteren

laboratuvar bulgular1 ve parakrin mekanizmalar yoluyla latent KSHV genlerinin

tiimore 6zdesligini destekleme yetenekleri ile desteklenmektedir. Bu modeller HIV /

AIDS'te KS'nin yiiksek insidansini agiklayabilir. AIDS hastalarinda anjiyojenik HIV-

Tat ve artmis inflamatuar sitokinler, kronik immiin aktivasyona bagli olarak KSHV

litik reaktivizasyonunu indiikleyebilir ve KS gelisimini tesvik edebilir (Aoki ve ark.,

2007). Dahasi, KS tiimorii baslatmak veya desteklemek i¢in gerekli immiinojenik

litik genleri eksprese eden hiicreleri AIDS immiinsiipresyonu baglaminda ortadan

kaldirilamaz (Sekil 1.3) (Bihl ve ark., 2007; Mesri ve ark., 2010).

12
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Sekil 1.3. AIDS-KS parakrin viral onkogenezisindeki molekiiler mekanizmalar, terapotik
hedefler ve klinik olarak test edilen ilaglar. KSHV hiicreleri ile ya da erken litik
genleri eksprese edilen enfekte olmus igsi hiicreleri ile litik enfekte olmus KS ig
hiicrelerinde, VGPCR, K1 ve ORF45 gibi KSHV genleri, PDTF ve VEGF'nin
transkripsiyon ve translasyonunu baglatan mTOR ve ROS aktivasyonuna yol acan
sinyalleme kaskadlarini yapisal olarak tetikler. Bu salgilanan biiyiime faktorleri,
VEGF ve PDGF reseptorleri eksprese eden latent olarak enfekte hiicrelerdeki ayni
sinyal katmanlarin1 aktive etmek i¢in KS hiicre g¢ogalmasi ve anjiyojenezi
tetiklemek i¢in parakrin bir sekilde hareket edebilir. MTOR'u inhibe eden
Rapamisin (RAPA) ve PDGFR'yi inhibe eden imatinib (IMA), bu parakrin
dongiiyii KSHV tiimoérojenezini hedefleyerek kesebilir. Her iki ilag da AIDS-KS
klinik ¢aligmalarda etkililik gostermistir. (Cavallin, 2014)
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2. ONCEKI CALISMALAR

Ray ve ark. (2012), tarafindan yapilan g¢alismada Kaposi sarcoma (KS),
primary effusion lymphoma (PEL) ve multicentric Castleman (MCD) hastaliklarinda
yiiksek derecede korunmus dizilerin oldugunu vefilogenetik analizlerle tim soy
agaclarda sadece MCD ve KICS hastalarindan olusan farkli bir varyant kiimelenme
gosterdi. Pearson y2 analiziyle gesitli lokuslardaki 40 tek niikleotid polimorfizminin
(SNP) MCD ve KICS riski ile anlamli derecede iliskili oldugunu ortaya koymustur.
Bu SNP'lerin kiimelenme analizi, MCD ve KICS riskinin varsayilan gostergeleri
olarak 3 SNP'nin birka¢ kombinasyonunu iiretti. Sonug olarak bu bulgular, MCD ve
KICS hastalarinin siklikla alisilmadik KSHV mikroRNA dizilerine sahip oldugunu
ve gozlemlenen dizi varyasyonu ile MCD ve KICS riski arasinda bir iliski oldugunu

gostermistir.

Soo-Jin ve ark. (2013), yaptiklar1 Kaposi’s Sarcoma-Associated Herpesvirus
MicroRNA Single Nucleotide Polymorphisms Identified in Clinical Samples Can
Affect MicroRNA Processing, Level of Expression, and Silencing Activity
calismasinda retroviral vektorlerden wt (wild type) ve varyant pre-microRNA
ciftlerinin ekspresyonu, gergek zamanli revers transkripsiyon-PCR (RT-PCR) ile
KSHV’in olgun  mikroRNA  ekspresyonunun  dl¢imii, spesifik  sekans
polimorfizmlerinin  varhigi ile korelasyon gosteren diferansiyel ekspresyon
seviyelerini ortaya ¢ikarmistir. Birincil efiizyon lenfoma hiicre(primary effusion
lymphoma cell) panelinde KSHV olgun mikroRNA ekspresyonunun gergek zamanli
RT-PCR ile olgiilmesi, baz1 gozlenen ekspresyon farkliliklarimi tekrarlarken, dizi
farkliliklar1 ile olgun mikroRNA ekspresyonu arasinda daha karmasik bir iligki
oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Dahasi, in vitro olgunlasma testleri, Drosha / DGCR8
ve / veya Dicer isleminde 6nemli SNP ile iliskili degisiklikler gdstermistir. Bu
veriler, KSHV-kodlu 6n-mikroRNA'lardaki SNP'lerin farkli mikro RNA ekspresyon

seviyeleri ile iligkili oldugunu gostermektedir.
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Marshall ve ark. (2016), Kaposi Sarcoma (KS)-Associated Herpesvirus
MicroRNA Sequence Analysis and KS Risk in a European AIDS-KS Case Control
Study adli ¢alismada KSHV-mir-K12 1-5 kodlayan 1065-bp fragmaninda
korumusluk diizeyinin % 93.7 oldugunu acikladilar. KSHV’de en az korunumlu (%
90.8) mir-K12 7-9'u kodlayan 1229-bp fragman iken KSHV mir-K12 6, 11 ve 7'yi
kodlayan 1014-bp fragman en korunakli (% 94.3) idi. mirK12 7-9’in daha diisiik
koruma kismi i¢in; ¢ok polimorfik mir-K 129 da dahil olmak iizere, mir-K12 8 ve 9
arasindaki sekansda bulunan ¢oklu polimorfizmlerin bir sonucu oldugunu agikladilar.
KSHV’da miRNA bolgesi ve K12 / T0.7 geninde saptanan SNPlerin detayli analizini
gostermislerdir. Bununla birlikte, ¢alisma konusu olan Bar0049, daha 6nce BCP-1
hiicre dizisinde bildirilen KSHV mir-K12 9'un ¢ekirdek bolgesinde 3 SNP'ye sahip

oldugunu belirlediler.

Marshall ve ark. (2007), Conservation of virally encoded microRNAS in
Kaposi sarcoma-associated herpesvirus in primary effusion lymphoma cell lines and
in patients with Kaposi sarcoma or multicentric Castleman disease adli ¢alismada
yabani tip veya varyant mikroRNA'lar1 kodlayan retroviral vektorler ile doniistiiriilen
HEK 293 hiicrelerinin karsilagtirmali ekspresyon analizini gergeklestirdiler. Klinik
ornekler ve PEL hiicre dizilerinde miR-K12-2, -4, -5, -6, -7, -9 ve -10'un mikro-
oncesi dizilerinde tek niikleotid polimorfizmlerini (SNP'ler) gozlemlediler.
Degerlendirilen SNP'ler, ayn1 zamanda klinik Orneklemlerde hangi SNP'lerin
gorildiiglinii ve bunlar da PEL hiicre soyundan gelen dizilerde mevcut oldugunu
gostermektermistir.  SNP'ler pre-microRNA'lar igindeki ¢esitli  konumlarda
gozlemlendi ve bunlart {i¢ sinifa ayirdilar. Ayrica ¢aligmalarinda KSHV ile ilgili
kodlanmis mikroRNA analizi gerceklestirildi. Gozlenen SNP'lerin aynt zamanda
mikroRNA susturma verimliligini etkileyip etkilemedigi arastirildi. Bu amagla
sitomegaloviriis (CMV) promotoriiniin kontrolii altinda (33) miR-K12-4, -6, -7, -9 ve
-10'un rekombinant ekspresyon plazmidleri ile Onceden kurulmus liisiferaz
mikroRNA sensor analizleri gerceklestirildi. Elde edilen veriler, degisime ugramis
on-mikroRNA dizilerinin hem mikro RNA olgunlagsmasin1 hem de sessizlestirmeyi

etkiledigini dogrulamigslardir.
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Aissani ve ark. (2014), SNP screening of central MHC-identified HLA-DMB
as a candidate susceptibility gene for HIV-related Kaposi’s sarcoma adli ¢alismada
tekli lokus analizi ve ¢oklu lokus analizi gerceklestirdiler. Tek SNP analizlerinde,
esasen iki kromozomal konumda zirve yapan birkag SNP'nin risk allelleri ile 6nemli
iligkiler gozlendi. Coklu lokus analizi calismalarinda da iligkili SNP'lerin uzun
menzilli haplotiplerde olustugunu gostermistir. iki veya daha fazla aday MHC
lokusunun muhtemel katki veya ¢apraz etkilerini yakalamak ig¢in, haplotip egilim
regresyon (HTR) yaklasimini simif III ve II bolgeler i¢in ayr1 ayri kullanilmus,
SNP'leri tarafindan olusturulan MHC haplotipleri ile iliskili risk degerlendirilmistir.

Vickie ve ark. (2013), yaptiklanr KSHV encoded miRNA single
nucleotidepolymorphisms identified in clinical samples canaffect miRNA processing
and level of expression ¢aligmasinda olgunKSHYV tarafindan iiretilen 12 miRNA’nin
islemesini ve ekspresyonunu polimorfizmin etkileyip etkilemedigini belirlemek i¢in
tic farkli mRNA polimorfizmi sinifin1 analiz ettiler. Tanimlanmis SNPler pre-
mIiRNA transkriptinde tek ve g¢oklu polimorfizmler, terminal dongii igindeki tekli
mutasyonlar ve olgun miRNA icindeki tek dizi degisikliklerini icerir. Sonucta
premiRNA dizisindeki polimorfizmlerin ifade farkliliklarina neden olabilecegini
veya daha ciddi degisikliklere neden oldugunu gostermektedir. Bazi miRNA'lar
belirgin bir degisiklikgostermediginden digerleri olgun miRNA transkriptlerinde bir
azalmaya neden olabilir. Olgun transkript i¢erisindeki mutasyonlar, olgun transkript
islemeyi ve ifadeyi etkilemek icin en fazla potansiyele sahip goriinmektedir. MiR-
K12-2 i¢indeki polimorfizm matiir miRNA seviyelerinin azalmasina neden olurken,
miR-K12-9'daki ¢oklu degisiklikler olgun transkriptin tamamen kaybolmasina yol
acar. Verilerimiz, SNP'lerin olgun miRNA ekspresyon diizeylerinde degisiklikler ile

sonuglanan premiRNA islemeyi etkileyebilecegini agik¢a gostermektedir.

Aissani ve ark. (2014), yapilan SNP screening of central MHC-
identified HLA-DMB as a candidate susceptibility gene for HIV-related Kaposi’s
sarcoma c¢alismasinda 6p21.3 kromozomu iizerindeki major histokompatibilite
kompleksi (MHC) bolgesinin HIV ile iligkili Kaposi sarkomu (HIV-KS) i¢in hasas
lokusa ev sahipligi yaptigt tahmin edilmistir. Cok merkezli AIDS Kohort
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Calismasi'ndaki i¢ ice gecmis bir vaka kontrol ¢alismasi, merkezi MHC iizerinden
ince genetik iliski haritalamas1 yapmak {izere tasarlanmistir. HIV-1 ve insan herpes
virlisii-8 ile birlikte enfekte olan kisiler daha sonra KS gelistirdiler. Verileriler MHC
smif II molekiillerinin antijen prosesinin HIV-KS patogenezinde hedef bir yol

oldugunu gostermektedir.

Varmazyar ve ark. (2016), yapilan MDM2 gene polymorphisms and risk of
classic Kaposi’s sarcomaamong Iranian patients konulu calismada MDM2'nin
promotdr bolgedeki tek niikleotid polimorfizmin (SNP) cesitli kanser tiirlerinde
MDM2 proteininin ekspresyonunu arttirdigi gosterilmistir. Bununla birlikte, sadece
bir ¢alisma Kaposi sarkomunun (KS) gelisiminde MDM?2 polimorfizminin roliinii
analiz etmistir MDM2 SNP309'un klasik KS riski ile olan iligkisi, klasik KS ve 123
saglikli kontrol ile 79 iranli hastada degerlendirildi. MDM2 SNP309, PCR ve
restriksiyon parga uzunluk polimorfizmi yontemleri ile genotiplenmigtir MDM?2
promoterindeki SNP309 polimorfizmi ile klasik KS riski arasinda anlamli bir
korelasyon bulunmamistir. Cinsiyet ve hastalik evresi arasinda anlamli bir
korelasyon yoktu. Bununla birlikte, SNP309 GG genotipi ile geng yas (<50 yas)
arasinda anlamli bir iligki bulunmustur. Bulgular, KS gelisiminde MDM2 SNP309
icin 6nemli bir role sahip olmamasina ragmen, gen¢ hastalarda KS'nin klinik

sonucunu etkileyebilir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Metaryal

Calismanm ana materyalini Harran Universitesi Arastirma ve Uygulama
Hastanesi enfeksiyon hastaliklar1 polinikligine gelen ve kaposi sarkoma teshisi
konulmus HIV(+) Kaposi Sarkoma hastaligi tasiyan ve HIV(+) kaposi sarkoma
hastaligi tasimayan hasta, HIV ve kaposi sarkoma hastaligi tasimayan normal bir
birey olusturmaktadir. Caligmamizda kullandigimiz bireylere ait bilgiler tablo 1°de

mevcuttur.

Cizelge 3.1. Calismamizda kullandigimiz bireylere ait bilgiler.

Cinsiyet Yas Agirhik Boy
Kaposi Sarkoma E 56 80 kg 160 cm
[KS (+) ve HIV($)]
HIV+ [KS (-) HIV(+)] E 28 70 kg 170 cm
Kontrol [KS (-) HIV(-)] E 27 70 kg 180 cm

Kaposi Sarkomali hastalarin agiz ve viicudunda goriilen lezyonlar asagida

verilmistir. (Sekil 3.1 ve Sekil 3.2)

Sekil 3.1. Kaposi sarkomali hastanin ag1z i¢inde goriilen lezyonlar (Christopher, 2011)
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Sekil 3.2. Kaposi sarkomali hastanin viicut goriintiisii (Christopher, 2011)

3.2. Yontem

Kontrol [KS(-) HIV(-)], HIV+ [KS(-) HIV(+)] ve Kaposi Sarkoma [KS(+)
HIV(+)] bireylerinden alinan kan orneklerinden genomik DNA izolasyonu ig¢in

asagidaki protokol izlendi.

1. 200 pL tam kana 400 pL lizis solusyon ve 20 puL proteinaz K Solusyon eklenir,
homojen bir siispansiyon elde etmek i¢in vorteksleme veya pipetleme ile iyice
karistirilir.

2. Numune 56 ° C'de 10 dakika inkiibe edilir veya hiicreler tamamen eriyene kadar

(10 dakika) sallanan bir su banyosu, sallanan platform veya termomikser kullanilir.
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3. 200 uL etanol (96-100 ° C) ilave edilir ve pipetleme veya vorteksleme ile

karigtirilir.

4. Hazirlanan lizat bir toplama tiipiine yerlestirilmis bir GeneJET Genomik DNA
Aritma Siituna aktarilir. Kolon 6000g'de 1 dakika santrifiij yapilir. Toplama tiipii
atilit. GeneJET Genomik DNA Aritma Siitununu yeni bir 2 mL toplama tiipe

yerlestirilir.

5. 500 puL yikama tamponu | (etanol eklenerek) ilave edilir. 8000 g'de 1 dakika
boyunca santrifiij yapilir. Siiziintii kisim bosaltilir ve arindirma siitunu tekrar toplama

tiipiine yerlestirilir.

6.GeneJET Genomik DNA Saflagtirma Siitununa 500 pL yikama tamponu Il (etanol
eklenerek) ilave edilir. Maksimum hizda (>12000 g) 3 dakika boyunca santrifiij
yapilir. Siizlintii kismi iceren toplama tiipii atilir ve GeneJET Genomik DNA Aritma

Stitunu steril bir 1.5 mL mikrosantrifiij tiipline aktarilir.

7.GeneJET Genomik DNA Aritma Siitun membraninin merkezine genomik DNA'y1
elie etmek icin 200 uL Elution Buffer eklenir. Oda sicakliginda 2 dakika inkiibe
edilir ve 1 dakika boyunca 8000 g'de santrifiij yapilir.

8. Arindirma siitununu imha edilir. Saflastirilmis DNA'y1 hemen kullanilir veya -20 °©

C'de saklanr.

DNA izolasyonundan sonra asagida basliklar halinde verdigimiz 9 basamak yer alir.

A. Restriksiyon Enzim Kesimi
B. Ligasyon

C. Pcr

D. Pcr Piirifikasyon

E. Pcr Uriinlerinin Ol¢iimii

F. Fragmantasyon
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G. Isaretleme
H. Hibridizasyon

I. Yikama/Boyama/Tarama

*Baglangic materyali 250 ng (50ng/ul) genomik DNA’dir. DNA stoklar1 Low EDTA
TE Buffer ile ¢oziilmelidir.

*Inkiibasyon islemleri i¢in Thermal Cycler &nerilmektedir.

A. Restriksiyon Enzim Kesimi

Gerekli Malzemeler:
-CytoScan™ Reagent Kit
*Nsp 1 Enzyme

*10X Nspl Buffer
*100X BSA

*Water (Nuclease Free)

Gerekli Ekipmanlar: Mikro santrifiij, Mikropipet, Vortex, Thermal cycler.

1. Buz iizerinde yapilan calisma da uygun miktarlarda tampon, enzim ve BSA

ile kesim karisim1 hazirlanir.

BILESENLER Miktar (1rxn)
Nsp Buffer 2 uL

BSA 0.2 uL

Nsp Enzyme 1L

Total 3.2puL

2. Hazirlanan karigim toplam 16.55uL’de 250ng gDNA igerecek sekilde hazirlanan

ornek ile karistirilarak uygun inkiibasyon programinda kesim reaksiyonu yapilir.
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37°C 2 saat
65°C 20 dk
4°C Hold

Bir sonraki asamaya gecilmeyecekse drnekler -20°C’de saklanabilir.

B. Ligasyon

Gerekli Malzemeler:
-CytoScan™ Reagent Kit
*T4 DNA Ligase Enzyme
*10X T4 DNA Ligase Buffer
* Adaptor, Nsp (50 uM)

Gerekli Ekipmanlar: Mikro santrifiij, Mikropipet, VVortex, Thermal cycler

1. Buz iizerinde yapilan ¢alisma da uygun miktarlarda tampon, enzim ve adaptor

ile ligate karisimi1 hazirlanir.

BILESENLER Miktar (1rxn)
T4 DNA Ligase Buffer 2.5uL
Adaptor Nsp 0.75 uL

T4 DNA Ligase 2 uL

Total 5.25 pL

2. Hazirlanan karisim toplam 19.75uL kesim yapilmis 6rnek igine eklenir ve uygun

inkiibasyon programinda ligate reaksiyonu yapilir.

16°C 3 saat
70°C 20 dk
4°C Hold

3. Inkiibasyon sonras1 6rnekler 75uL nuclease-free water ile dilue edilir.
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Bir sonraki asamaya gecilmeyecekse drnekler -20°C’de saklanabilir.

C. PCR:

Gerekli Malzemeler:

-CytoScan™ Reagent Kit

*Water (Nuclease Free)

*PCR Primer, 002 (100 M)

-USB® MagniTaq™ Multiplex PCR Master Mix (2X)

Gerekli Ekipmanlar: Mikro santrifiij, Mikropipet, VVortex, Thermal cycler

1. Dilue edilmis ligate {iriinii yine buz iizerinde PCR icin hazirlanir. PCR i¢in uygun

miktarda yapilan karisim bir 6rnek icin dort ayri1 reaksiyon olacak sekilde

hazirlanir.
BILESENLER Miktar (1rxn)
dH,0O 35 ulL
USB® MagniTaq™ Multiplex
PCR Master Mix (2X) 50 uL
Primer 002 5ulL
Total 90 uL

2. Kullanilacak PCR cihazina gore uygun program yazilir ve PCR reaksiyonu

yapilir. ThermalCyclerProgrami:- PCR-

95°C 5dk 1X
95°C 20 sn

60°C 1dk 35X
68°C 4,5 dk

68°C 10 dk 1X
4°C Hold
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3. PCR sonrasi 6rnekler %2’lik TBE Agaroz jel elektroforezinde kontrol edilir. 150-
2000 bp araliginda tirtinler beklenir.

4. Bir sonraki agamaya gecilmeyecekse 6rnekler -20°C’de saklanabilir.
D. PCR Piirfikasyon:

Gerekli Malzemeler:
-CytoScan™ Reagent Kit
*Purification Beads
*Elution Buffer
*Purification Wash Buffer
*Water (Nuclease Free)
-Absolute Ethanol

Gerekli Ekipmanlar: Magnareck, magnetic stand (Invitrogen), Mikro santrifiij,

Mikropipet, Vortex, Thermal cycler

1. Bir o6rnege ait dort PCR amplikonu tek bir tiipte toplanir ve 720uL

purification beads soliisyonu ile 10dk oda sicakliginda bekletilir.

2. Maksimum hizda 3dk santrifiij yapildiktan sonra magnetic stand lizerine

alinan ornekten supernatan kismu atilir.

3. Purification Wash Bufferdan 1mL alinir ve pellet seklinde kalan DNA’ya
baglanmmis haldeki bead ile 2dk karistirilir.

4. Maksimum hizda 3dk santrifiij yapildiktan sonra magnetic stand iizerine

alinan 0rnekten supernatan kismu atilir.

S. Ethanolun tamamen ugtugundan emin olunduktan sonra 50ul Elution Buffer

ile eliisyonu yapilir ve DNA geri elde edilmis olur.
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6. Bir sonraki asamaya gecilmeyecekse drnekler -20°C’de saklanabilir.

E. PCR Uriinlerinin Olgiimii:

Gerekli Ekipmanlar:
- Nanofotometre

1. Piirifiye edilen amplikonlarin konsantrasyonlari nanofotometre ile dl¢iiliir.
2. Elde edilen PCR iiriinii 2500-4000ng materyal igermelidir.

3. Bir sonraki asamaya gecilmeyecekse ornekler -20°C’de saklanabilir.

F. Fragmantasyon:

Gerekli Malzemeler:
-CytoScan™ Reagent Kit
*Fragmentation Reagent
*10X Fragmentation Buffer
*Water (Nuclease Free)

Gerekli Ekipmanlar: Mikro santrifiij, Mikropipet, Vortex, Thermal cycler

1. Fragmantasyon, enzimatik bir reaksiyon olup zamana ve sicakliga duyarhdir.

Bu nedenle tiim ¢alisma buz lizerinde yapilmalidir.

2. Kit i¢indeki Fragmentatin reagentin {initesine gore diliisyon yapilir. Ve purifiye

edilen bu karisimdan 10 pL 6rnek igine konur.

. Miktar ~ 1-4  rxn
BILESENLER (2.5U/ul))
Frag Buffer 27.5 uL
Frag Reagent 1 uL
Nuclease-free water 21.5 uL
Total 50 pLL
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Ornek 25-125bp uzunlugunda fragmentlere ayrilmak iizere uygun thermal cycler

programinda inkiibasyona birakilir. Thermal Cycler Programi (Frag)

37°C 35 dk
95°C 15 dk
4°C Hold

3. [lsaretleme basamagina gecilmeden fragmentlerine ayrilmis olan &rnek %4 liik

TBE Agaroz jel elektroforezi ile kontrol edilmelidir.
4. Ornek bekletilmeden diger basamaga gecilmelidir.

G. Isaretleme:

Gerekli Malzemeler:

-CytoScan™ Reagent Kit

*DNA Labeling Reagent (30 nM)

*Terminal Deoxynucleotidyl Transferase Enzyme
*Terminal Deoxynucleotidyl Transferase Buffer

Gerekli Ekipmanlar: Mikro santrifiij, Mikropipet, VVortex, Thermal cycler

1. Uygun miktarlarda Labeling Reagent, TdT Buffer ve TdT kullanilarak reaksiyon

i¢in bir karisim hazirlanir. Ornek iizerine eklenir.

BILESENLER Miktar (1rxn)
TdT Buffer 14 uL
Labeling Reagent 2 ul

TdT 3.5uL

Total 19.5 pLL
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2. Thermal cycler programinda reaksiyon gergeklestirilir. Thermal Cycler Programi

-Label-
37°C 4 saat
95°C 15 dk
4°C Hold

3. Bir sonraki asamaya gecilmeyecekse —20°C de saklanablir.

H. Hibridizasyon:

Gerekli Malzemeler:
-CytoScan™ Reagent Kit
*Hyb Buffer Part 1

*Hyb Buffer Part 2

*Hyb Buffer Part 3

*Hyb Buffer Part 4

*Qligo Control Reagent 0100

Gerekli Ekipmanlar: Mikro santrifiij, Mikropipet, Vortex, Thermal cycler,
GeneChip® Hybridization Oven 645

1. Arrayler oda sicakligina gelirken, gerekli malzemelerden uygun miktarlarda

kullanilarak hibridization karigimi hazirlanir.

BILESENLER Miktar (1rxn)
Hyb Buffer Part 1 165 ul

Hyb Buffer Part 2 15 ul

Hyb Buffer Part 3 7 pl

Hyb Buffer Part 4 1wl

OCR 2ul

Total 190 pl
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2. [lsaretlenmis Ornek iizerine hibrizasyon kokteyli eklenir ve thermal cycler

programinda inkiibasyona birakilir. Thermal Cycler Programi -Hyb-

95°C 10 dk
49°C 5dk
49°C Hold

3. Hibridizasyon reaksiyonu

bittiginde

denaturasyonu

tamamlanmis 6rnek enjekte edlir ve 16-18saat 50°C sicaklikta 60rpm rotasyonla

inkiibasyona birakilir.

I.  Yikama/Boyama/Tarama:

Gerekli Malzemeler: CytoScan™ Reagent Kit, Stain Buffer 1, Stain Buffer 2, Array

Holding Buffer, Wash A Buffer, Wash B Buffer

Gerekli Ekipmanlar: GeneChip® Fluidics Station 450, GeneChip® 3000 Scanner 7G

1. Hibridizasyon tamamlanmadan 6nce gerekli soliisyonlardan uygun miktarlarda

alinarak yikama ve boyama i¢in hazirlanilir.

2. Yikama istasyonunda birinci ve ikinci boyama soliisyonlart i¢in Stain Buffer 1

ve Stain Buffer 2 den 500pl, son tiipe de Array Holding Bufferdan 800ul konur.

3. Yikama Istasyonunun uygun yerlerine bu soliisyonlar ve array yerlestirilir.

Bilgisayara kontroliindeki yikama-boyama protokolii baslatilir.

4. Yikama islemi tamamlandiktan sonra yine sistem bilgisayar1 kontroliinde tarama

islemi yapilir ve data elde edilir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Calismayr  olusturan  bireylerin  kanindan  total DNA izolasyonu
gerceklestirilmistir. DNA metaryalleri % 1’lik TBE agaroz jel elektroforezde

yiiriitiilmiis, olusan bantlar goriintiilenmistir. (Sekil 4.1)

. DNA marker

. Kontrol HIV(-)

. Hiv'li hasta Hiv(+)

. Kaposi sarkoma
KS+HIV(+)

Sekil 4.1. Total DNA izolasyon sonrasi agaroz jel goriintiisii

PCR asamasmna ge¢meden oOnce nanodrop ile Ol¢lim yaptigimiz DNA

konsantrasyonlari ise tabloda verilmistir. (Cizelge 4.1)

Cizelge 4.1. Kontrol, HIV+ ve Kaposi Sarkoma drneklerinin DNA konsantrasyonlari

Konsantrasyon 260/280 260/230
Kontrol [KS(-) ve HIV(-)] 29.7 1.7 1.0
HIV+ [KS(-)] 20.5 1.78 1.1
Kontrol [KS(-) ve HIV(-)] 13.5 1.8 0.9
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Yaptigimiz mikroarray temelli ¢alismada bireylere ait karyotip analizi de

yapilmis olup, bireylerde herhangi bir kopya sayisi1 degisikligi goriillmemistir. (Sekil
4.2,4.3,4.4)
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Kaposi Sarkoma ile iligkili 9 gene ait snp’ler, 6rneklerimizde bu snp’lere ait

olan niikleotitler asagidaki ¢izelgelerde mevcuttur (Cizelge 4.2 ve Cizelge 4.3).

Cizelge 4.2. Kaposi Sarkoma ile iligkili olan 9 gene ait snp’ler ve ¢alismamizda bu snp’lere ait olan

niikleotitler
GEN PSID K(HIV-)  HIV+ KS  FS-K(HIV-) FS-HIV+ FS-KS dbSNPRSID KR
CD209 S-3KTDX AB AB AA GA GA GG rs735240 19
S-4MUPP AA AB AA T TC T rs17038647
CX3CR1 S-3E0QO AA AB AA GG GA GG rs9826296
S-4FYYE AA AA AA GG GG GG rs6783532
S-3EXBL BB BB AB T T CT rs13062158
CXCL12 S-31ZHV AA AA AA AA AA AA rs2522 10
TP53 S-41GUH AB AB AB AG AG AG rs2078486 17
S-3XJUA BB BB AA AA AA GG rs1055640 11
S-4GMRV AA AA AA AA AA AA rs7948532 11
S-3UARP AB BB AB GC CcC GC rs10742177 11
S-4SNNO AA AA AB CC CC CT rs10835231 11
S-4SFHH AA AA AA T TT T rs12271807 11
S-400WY AA AA AA T T T rs10500589 11
S-3NIDL AA AA BB GG GG T rs10767723 11
STiM1 S-4QYzv AA AA AB CcC cC cT rs75627429 11
S-3SUGB BB BB AB T T GT rs79461202 11
S-3PRUH AB BB AA GC cC GG rs2923956 11
S-4J0MU AA AA AB AA AA AT rs7938706 11
S-3SKVL AB AA AA AG AA AA rs58186239 11
S-4PNEK AA AA AA GG GG GG rs11827790 11
S-4MAFH AB BB AA CG GG CC rs2735691 11
S-4PZPN AB AA BB CT cC T rs11030976 11
S-4LFBT AB AA AB CT CC CT rs7940013 11
1110 S-3KXRD AB AA BB CG CcC GG rs1878672 1
S-3JDMN AB BB AA CA AA CC rs3024491 1
S-30KWV AB AB AB CT CT CT rs10094695 8
S-3CTSR AA AA BB GG GG AA rs10102186 8
S-3J0Vz AA AA AB AA AA AG rs17055965 8
S-4NHHU BB BB BB AA AA AA rs13261597 8
S-3GUVW BB BB BB GG GG GG rs57655874 8
S-4PWGQ AB AA AB AT AA AT rs4548188 8
ADRA1A S-3NSYK AB AA BB TC T CcC rs6998591 8
S-4QFTX BB AB BB AA GA AA rs11779546 8
S-3WBIV BB BB BB T T T rs4732908 8
S-3HMSS AB AB AB AC AC AC rs10503800 8
S-3UQDD AA AA AA T T T rs17056057 8
S-3VBBD BB BB BB GG GG GG rs489790 8
S-3ZUCE AA AA  NocCall AA AA rs498246 8
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Cizelge 4.2. (devam)

S-4)JTOG AB AA AA CT
S-3UCVS AB AB BB GC
S-3BLZL AA AB AA CcC
EFNB2 S-3KONS AB AB BB GT
S-3HRSF AB AB AA AG
S-3TIXX AB AB BB CG
S-3PHHT AB AA AA GC
S-3YPBP AA AA AA cC
S-3NDOY AA AA AA AA
S-4EQWS AA AA AA T
S-3USYR BB BB BB GG
ENDRA S-3AJAW AA AB AA GG
S-4LKIW BB AB AA T
S-3UMTI AA AB BB T
S-4BVIJH AB AB AA TG
S-3TDTZ AB AB AA AT
Cizelge 4.3.
niikleotitler
PSID Call Confidence FSBase dbSNP
Codes Calls RSID
S-40DNM  AB 0 AG  rs1405227
S-40DNM  AB 0 AG  rs1405227
S-40DNM  AB 0 AG  rs1405227
S-3HGMV AB 9,15E-13 AC rs11648370
S-3HGMV AB 5,77E-15 AC rs11648370
S-3HGMV AB 1,40E-12 AC rs11648370
S-3DFRJ BB 0 TT  rs3772140
S-3DFRJ AA 0 GG  rs3772140
S-3DFRJ AB 0 GT  rs3772140
S-4FCUX AA 2,22E-16 CC  rs2301770
S-4FCUX AA 0 CC  rs2301770
S-4FCUX AA 0 CC  rs2301770
S-4QTRQ AB 0,0018411 CG rs6659902
S-4QTRQ AB  0,0040555 CG  rs6659902
S-4QTRQ  AA 0,0016253 CC  rs6659902
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cC cC
GC cC
CG cC
GT T
AG AA
CG GG
GG GG
cC CcC
AA AA
T T
GG GG
GA GG
CcT cC
TC cC
TG T
AT AA

Kr {romozomal

e

16
16
16

16
16
16

pozisyon
98873390
98873390
98873390

20791506
20791506
20791506

39449770
39449770
39449770

20802172
20802172
20802172

7700748
7700748
7700748

rs737461 13
rs12868314 13
rs8000122 13
rs7983579 13
rs9514544 13
rs9520090 13
rs7320751 13
rs4333164 4
rs3814415 4
rs6537485 4
rs9997823 4
rs4835412 4
rs3756022 4
rs5333 4
rs10028838 4
rs11734418 4

Kaposi sarkoma ile iligkilendirilen ve c¢alismamizda bu SNP’lere karsilik gelen

Ornek

HIV+ [KS(-)]
KONT. [KS(-)HIV(-)]
KS[ KS(+)HIV(+)]

HIV+ [KS(-)]
KONT. [KS(-)HIV(-)]
KS[ KS(+)HIV(+)]

HIV+ [KS(-)]
KONT. [KS(-)HIV(-)]
KS[ KS(+)HIV(+)]

HIV+ [KS(-)]
KONT. [KS(-)HIV(-)]
KS[ KS(+)HIV(+)]

HIV+ [KS(-)]
KONT. [KS(-)HIV(-)]
KS [KS(+)HIV(+)]
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Kontrol [KS(-)HIV(-)], HIV+ [KS(-)], Kaposi Sarkoma [KS(+)HIV(+)]
gruplarma ait KS ile iliskilendirilen genlerdeki SNP niikleotit say1 tablosu asagida

verilmistir. (Cizelge 4.4, Cizelge 4.5 ve Cizelge 4.6)

Cizelge 4.4. Kontrol [KS(-) ve HIV(-)] grubuna ait genler ve bu genlere ait SNP niikleotit sayisi

GENLER-KONTROL [KS(-)HIV()]

CD209 | CX3CR1 | CXCL12 | ENDRA | ADRA1A | TP53 | STIM1 | IL10 | EFNB2
AA 1 1 4 3
AG 1 1 1
AT 1 1
AC 1
- | TA
E T 2 3 2 3
= [TA
’2 TG 1
a | TC 1
‘= | GG 2 2 3 2
% GA 1 1
= | GC 2 2
O et
cC 1 2 1
CA 1
CG 1 1 1
cT 1 2 1
Cizelge 4.5. HIV+ [KS(-)] grubuna ait genler ve bu genlere ait SNP niikleotit sayist
GENLER- HIV+ [KS(-)]
CD209 | CX3CR1 | CXCL12 | ENDRA | ADRA1A | TP53 | STIM1 | IL10 | EFNB2
AA 1 4 4 1
AG 1 1
S [T 1 1
= | AC 1
O | TA
L TT 1 2 2 3
& 1A 1
S 16 1
Z | TC 1
5 GG 1 1 3 3 1
GA 1 1 2 1
GC 2
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Cizelge 4.5 (devam)

GT

CC 1 6 1 1
CA

CG 1
CcT 1 1

Cizelge 4.6. Kaposi Sarkoma [KS(+) ve HIV(+)] grubuna ait genler ve bu genlere ait SNP niikleotit

say1sl
GENLER KS [KS(+)HIV(4)]
CD209 | CX3CR1 | CXCL12 | ENDRA | ADRA1A | TP53 | STIM1 | IL10 | EFNB2
AA 1 2 4 1 1
AG 1 1
AT 1 1
— | AC 1
= (1A
J
- | TT 1 2 3 3 1
,5 TA
a |16
= Z;Cc-; 2 1 3 3 1 2
S GA 1 1
Z | GC 1
= | GT 1
QO [cc 3 2 1 1
CA
CG 3
cT 1 1 3 1

Kontrol [KS(-) ve HIV(-)], HIV+ [KS(-)], Kaposi Sarkoma [KS(+) ve HIV(+)]
gruplarina ait KS ile iliskilendirilen genlerdeki toplam SNP niikleotit say1 ve oran

tablosu asagida verilmistir. (Cizelge 4.7)

Cizelge 4.7. Kontrol [KS(-) ve HIV(-)], HIV+ [KS(-)], Kaposi Sarkoma [KS(+) ve HIV(+)] gruplarina
gore toplam niikleotit sayist

F-S KONTROL HIV+ Kaposi Sarkoma
[KS(-) ve HIV(-)] [KS(-)] [KS(+) ve HIV(+)]

AA 9 (%17,0) 10(%19,2) 9(%16,1)

AG 3(%5,6) 2(%3,8) 2(%3,6)

AT 2(%3,7) 2(%3,8) 2(%3,6)

AC 1(%1,9) 1(%1,9) 1(%1,8)

T 10(%18,9) 8(%15,4) 10(%18,0)

TA - 1(%1,9) -

TG 1(%1,9) 1(%1,9) -
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Cizelge 4.7. (devam)

TC 1(%1,9) 1(%1,9) -

GG 9(%17,0) 9(%17,3) 12(%21,4)

GA 1(%1,9) 5(%9,6) 2(%3,6)

GC 4(%7,5) - 1(%1,8)

GT - - 1(%1,8)

cc 4(%7,5) 9(%17,3) 7(%12,5)

CA 1(%1,9) - -

cG 3(%5,6) 1(%1,9) 3(%5,4)

cT 4(%7,5) 2(%3,8) 6(%10,7)
TOPLAM 53(100%) 52 (100%) 56(100%)

niikleotit say1 grafigi asagida verilmistir. (Sekil 4.5)

Kontrol [KS(-) ve HIV(-)], HIV+ [KS(-)], Kaposi Sarkoma [KS(+) ve
HIV(+)] gruplarmin Kaposi Sarkoma (KS+HIV(+)) ile ilskilendirilen genlerdeki

14

12

10

m KONT
mHIV

AA AG AT AC TA TT TA TG TC GG GA GC GT CC CA CG CT

mKS

Sekil 4.5. Kontrol [KS(-) ve HIV(-)], HIV+ [KS(-)], Kaposi Sarkoma [KS(+) ve HIV(+)]

gruplarinin Kaposi Sarkoma (KS+HIV(+)) ile ilgkilendirilen genlerdeki niikleotit

say1 grafigi.

Kontrol [KS(-) ve HIV(-)], HIV+ [KS(-)], Kaposi Sarkoma [KS(+) ve

HIV(+)] gruplarmin Kaposi Sarkoma Kaposi Sarkoma [KS(+) ve HIV(+)] ile

ilskilendirilen genlerdeki AA, AB ve BB allel say1 tablosu (Cizelge 4.8) ve taplam

allel say1 grafigi asagida verilmistir. (Sekil 4.6)
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Cizelge 4.8. Kontrol [KS(-) ve HIV(-)], HIV+ [KS(-)], Kaposi Sarkoma [KS(+) ve HIV(+)]
gruplarinin allel bazli gruplandirilmasi.

Gen Ornek AA AB BB
CD209 Kontrol [KS(-) ve HIV(-)] - 1 -
HIV+ [KS()] - 1 .

Kaposi Sarkoma [KS(+) ve HIV(+)] 1 - -

CX3CR1 | Kontrol [KS(-) ve HIV(-)] 3 - 1
HIV+ [KS(-)] 1 2 1

Kaposi Sarkoma [KS(+) ve HIV(+)] 3 1 -

CXCL12 Kontrol [KS(-) ve HIV(-)] 1 - -
HIV+ [KS(-)] 1 - _

Kaposi Sarkoma [KS(+) ve HIV(+)] 1 - -

ENDRA Kontrol [KS(-) ve HIV(-)] 5 2 2
HIV+ [KS(-)] 3 5 1

Kaposi Sarkoma [KS(+) ve HIV(+)] 7 - 2

ADRA1A | Kontrol [KS(-) ve HIV(-)] 4 4 5
HIV+ [KS(-)] 6 3 4

Kaposi Sarkoma [KS(+) ve HIV(+)] 1 4 7

TP53 Kontrol [KS(-) ve HIV(-)] - 1 -
HIV+ [KS(-)] - 1 -

Kaposi Sarkoma [KS(+) ve HIV(+)] - 1 -

STIM1 | Kontrol [KS(-) ve HIV(-)] 8 6 2
HIV+ [KS(-)] 11 - 5

Kaposi Sarkoma [KS(+) ve HIV(+)] 8 6 2
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Cizelge 4.8.(devam)

IL10 Kontrol [KS(-) ve HIV(-)] - 2 -
HIV+ [KS(-)] 1 - 1
Kaposi Sarkoma [KS(+) ve HIV(+)] 1 - 1
EFNB2 Kontrol [KS(-) ve HIV(-)] 1 6 -
HIV+ [KS(-)] 2 5 -
Kaposi Sarkoma [KS(+) ve HIV(+)] 4 - 3
Toplam | Kontrol [KS(-) ve HIV(-)] 22(%41,5) | 22(%41,5) | 9(%16,9)
HIV+ [KS(-)] 25(%51) | 12(%24,5) | 12(%24,5)
Kaposi Sarkoma [KS(+) ve HIV(+)] | 26(%47,2) | 14(%25,4) | 15(%27,2)

30
25 -
20 -
m NORMAL
15 - HIVE)
W HIV(+)
B KS [Ks+
10 HIV(+)]
5 -
0 -

AA AB BB

Sekil 4.6. Kontrol [KS(-) ve HIV(-)], HIV+ [KS(-)], Kaposi Sarkoma [KS(+) ve
HIV(+)] gruplarimin allel bazl grafigi

Yapilan 204 000 SNP taramasinda Kontrol [KS(-) ve HIV(-)], HIV+ [KS(-)],
Kaposi Sarkoma [KS(+) ve HIV(+)] gruplarina ait AA, AB, BB allel sayilari ve AA,
AG, AT, AC, TT, TA, TG, TC, GG, GA, GC, GT, CC, CA, CG, CT niikleotit
sayilan grafige dokiilmiistiir. (Sekil 4.7 ve Sekil 4.8)
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70000
60000
50000
40000
30000 - =AA
20000 = AB
10000 - “BB

61 35

Sekil 4.7. Yapilan 204 000 SNP taramasinda Kontrol [KS(-) ve HIV(-)], HIV+ [KS(-)],
Kaposi Sarkoma [KS(+) ve HIV(+)] gruplarina ait allel say1 grafigi
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Kaposi Sarkoma iliskili genlerde kontrol [KS(-) ve HIV(-)] ve HIV+ [KS(-)] baz
aliarak Kaposi Sarkoma [KS(+) ve HIV(+)]’da farkli olan SNP’ler ve genlere gore
toplam sayi1 grafigi asagidaki ¢gizelgede verilmistir. (Cizelge 4.9 ve Sekil 4.9)

Cizelge 4.9. Kontrol [KS(-) ve HIV(-)], ve HIV+ [KS(-)] baz alinarak Kaposi Sarkoma [KS(+) ve

HIV(+)]’daki degisim

Kontrol ve HIV+ baz alinarak Kaposi Sarkomadaki degisim
Gen Kaposi

[Es(,)(l.\)n;e HIV+ Sarlfoma dbSNP RS KR Kromozom

HIV(-)] [KS(-)] [KS(+) ve ID pozisyonu

HIV(+)]

ENDRA TG TG T rs10028838 4 148471332
AT AT AA rs11734418 4 148472453

ADRALA GG GG AA rs10102186 8 26624651
AA AA AG rs17055965 8 26627079

AA AA - rs498246 8 26732111

STIM1 AA AA GG rs1055640 11 3847293

CC CC CT rs10835231 | 11 3900093

GG GG 1T rs10767723 | 11 3955026

CcC CC CT rs75627429 | 11 3995336

T T GT rs79461202 | 11 4001434

AA AA AT rs7938706 11 4044178
EFNB2 GC GC CC rs12868314 | 13 107136736
GT GT T rs7983579 13 107159446
AG AG AA rs9514544 13 107163870
CG CG GG rs9520090 13 107165255

CD209 GA GA GG rs735240 19 7813336

Kontrol [KS(-) ve HIV(-)], ve HIV+ [KS(-)] baz alinarak Kaposi
Sarkomada [KS(+) ve HIV(+)] farkli olan SNP niikleotit sayisi

W ADRA1A

mSTIM1
EFNB2
CD209

m ENDRA

Sekil 4.9. Kaposi sarkoma iliskili genlerdeki Kontrol [KS(-) ve HIV(-)], ve HIV+ [KS(-)]
baz alinarak Kaposi Sarkomada [KS(+) ve HIV(+)] farkli olan toplam SNP sayisi.
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Kaposi sarkomu (KS), normal endotelyal hiicreleri, enflamatuar 16kositlerin
infiltrasyonu ve ekstravaze eritrositlerin yani sira, diizensiz vaskiilarizasyon,
endotelyal igsi benzeri hiicreler ile histopatolojik olarak endotelyal hiicre kdkenli bir
malignanhktir. HIV KS 1i hastalarda ¢ok sik goézlenmektedir. KSHV'nin c¢esitli
cografi ve etnik dagilimi vardir. Genel olarak, KSHV prevalansi, HIV enfeksiyonlu
bireyler, escinsel erkekler, intravendz uyusturucu kullanicilar1 ve bagisiklik sistemi
baskilanmis hastalar gibi risk gruplar1 arasinda genel popiilasyona gore daha
yiiksektir. Diinyada % 2-3.6 oranlarinda olan bu hastalik en yiiksek yayginlik
derecesi (% 20-60) Afrika’dadir. Tirkiye’de de hastaligin  goriillme sikligt
artmaktadir. (Kandaz ve ark, 2018)

Bazi polimorfizmlerin KS ve / veya KSHV enfeksiyonuna duyarlilik tizerinde
bir etkisi oldugu bulunmustur. Alkharsah ve ark, 2014 yilinda yaptiklar1 ¢alismada
insan 16kosit antijeni (HLA) ve Fc gama reseptorii 3 gibi konakg¢1 bagisiklik genleri,
KSHYV enfeksiyonunun kontrol edilmesinde 6zellikle 6nemli bulunmustur. HLA A*
6801, A* 4301 ve DRBI1 * 04 allel grubu gibi bir allelin oldugunu gdstermislerdir.
Ayrica Afrika annelerinin tiikiiriiklerinde KSHV'nin daha fazla dokiilmesiyle iligkili
oldugu gosterilmis buda ¢ocuklara daha fazla bulagsmaya ve HIV viriisiiniin toplumda

yayilmasini arttirdig1 gézlemlenmistir.

Scarborough ve ark, 2017 ve arkadaslari Kemokinler i¢in bir ldkosit
kemotaktik ve adhezyon reseptorii olan CX3CRI1, bir¢cok dokuda 6zellikle beyin ve
interlokin-2 ile aktive olan periferal kan lenfositlerinde yiiksek seviyelerde eksprese
edilen, yakin zamanda tespit edilmis 6nemli bir HIV koruyucusu oldugu ve CX3CR1
reseptorlerinin transmembran bolgelerinde 5 tek niikleotid polimorfizminin (SNP)
onemli oldugunu gostermislerdir. Kodlanan protein ayrica HIV-1 igin bir
koruyucudur ve bu gendeki bazi varyasyonlar, HIV-1 enfeksiyonuna karsi artan
duyarliliga ve AIDS'e hizli ilerlemeye yol acar. Bu gen i¢in iki farkli izoformu

kodlayan dort transkript varyant1 bulunmustur.

Bizde c¢alismamizda CX3CR1 genin rs17038647, rs9826296, rs6783532,

rs13062158 numarali polimorfizmlerine ve ayn1 gen ailesinden olan CXCL12 genin
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rs2522 nolu SNP lerini inceleyerek CX3CR1 genin normal kontrol [KS(-) ve HIV(-)]
grupta, HIV+’de [KS(-)] ve KS’da [KS(-) ve HIV(-)] bir fark g6zlemlenmemistir.

Byun ve ark, 2010 yilinda Kaposi Sarkomadan &len ve baska hi¢ bir
olagandis1 siddetli enfeksiydz veya tiimoral fenotipi olmayan bir ¢ocuk iizerinden
yaptiklar1 arasgtirmada tam-ekzom dizilimi, Ca2 * girisini diizenleyen stromal
etkilesim molekiilii 1'i kodlayan gen olan STIM1'de homozigot bir mutasyonu ortaya
cikardi. Siddetli bir T hiicre immiin yetmezligi olan tek bir ailede STIM1 eksikliginin
ve edinilmis T hiicre eksikligi olan bireylerde KS'min daha yiiksek riskinin kesfine
dayanarak, STIM1 T hiicresi eksikliginin bu ¢ocukta oldiiriici KS gelisimini
hizlandirdig1 sonucuna varilmistir. Bu rapor, cocuklukta izole edilen klasik KS'nin
tek gen defektlerinden kaynaklanabileceginin ilk kanitin1 sunmakta ve tekli
hastalarda tam-ekzom dizilemenin nadir goriilen dogustan hatalarin genetik temelini

desifre edebildigini gostermektedir.

Bizde yaptigimiz c¢alismada STIMI1 geninin 151055640, 1s7948532,
rs10742177, rs10835231, rs12271807, rs10500589, rs10767723, rs75627429,
rs79461202, rs2923956, rs7938706, rs58186239, rs11827790, rs2735691,
rs11030976, rs7940013 numarali SNP’lerini taradik. Bu SNP’lerden 6 tanesinin
(rs1055640, rs10835231, rs10767723, rs75627429, rs79461202, rs7938706)
kontrol [KS(-) ve HIV(-)] ve HIV+ [KS(-)] grubunda aynmi iken Kaposi Sarkoma
[KS(-) ve HIV(-)] hastasinda farkli oldugu goriilmiistiir.

IL10, makrofaj / monosit ve T hiicreli lenfosit ¢ogalmasini ve inflamatuar
(iltihaplanmayla birlikte devam eden) sitokinlerin (IL1, TNFa, IL6, IL8 ve IL12)
sekresyonunu inhibe ederek, in vivo olarak HIV-1 replikasyonunu sinirlayan lenfoid
hiicreler tarafindan iiretilen gili¢lii bir TH-2 hiicre sitokindir. Shin ve ark, 2000
yilinda yaptiklar1 calismada; AIDS kohortlarinda kayitli genetik epidemiyolojik
taramaya aday gen baglantili kisa tandem tekrar polimorfizmleri, HIV-1 enfeksiyonu
icin 6dnemli genotip iliskilerini ve IL10 promoter bolgesindeki ortak tek niikleotid
polimorfik varyantlarina bitisik ve takip eden (baglanma dengesizligi)

isaretleyicilerle AIDS'e ilerlemeyi ortaya c¢ikarmistir. IL10-5" 2 592A (IL10-5'A)
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promoter allelini tasiyan bireyler, muhtemelen HIV-1 enfeksiyonu agisindan artmis
risk altindadirlar ve bir kez enfekte olduklarinda, alternatif IL10 -5'—592 C/C (IL10-
+/+) genotipi i¢in homozigotlardan daha hizli bir sekilde AIDS'e ilerlediler.

Bizde yaptigimiz ¢alismada IL10 geninde rs1878672 ve rs3024491 kodlu
SNP’leri taradik. Fakat bu SNP’lerde kontrol [KS(-) ve HIV(-)], HIV+ [KS(-) ve
HIV(+)] ve KS+ [KS(+) ve HIV(+)] gruplarinda bir fark belirlenememistir.

Kallhanpur ve ark, 2014’de yaptiklar1 postmortem c¢alismada sinaps
olusumuna ve glutamat reseptorlerinin sinapslara alinmasina aracilik eden ephrin
(EPH) genlerinin ekspresyonundaki degisiklikleri incelemislerdir. Bilissel olarak
karakterize edilmis HIV ile enfekte olmus kisilerden alinan postmortem beyin
dokular1 ve Manhattan HIV Beyin Bankasindan gelen seronegatif kontroller, EPHA4
ve EFNB2 (bir ephrin ligand1) dahil olmak iizere cesitli genlerin ekspresyon
seviyeleri i¢in incelenmistir. Kaudatdaki bu genlerin ve anterior singulattaki
EPHB2'nin transkript seviyeleri, HIV ile enfekte hastalarda anlamli olarak daha
disiiktii ve singulattaki EPHB2 mRNA seviyeleri, premortem ndrokognitif
fonksiyonla korelasyon gostermistir. Aratirmacilar, singulatta EPHB2'min azalmis
ekspresyonunun, kronik inflamasyon karsisinda eksitotoksik yaralanmayi en aza

indiren bir telafi edici mekanizmay1 temsil edebilecegini 6ne stirmiislerdir.

Bizde ¢alismamizda EFNB2 genine ait rs737461, rs12868314, rs8000122,
rs7983579, rs9514544, rs9520090, rs7320751 kodlu SNP’leri taradik. Bu
SNP’lerden 4 tanesinin (rs12868314, rs7983579, rs9514544, rs9520090) kontrol
[KS(-) ve HIV(-)] ve HIV+ [KS(-) ve HIV(+)] grubunda ayni allel oldugu Kaposi
Sarkoma [KS(+) ve HIV(+)] hastasinda farkli allel oldugu belirlenmistir.

Izum1 ve ark, 2010° da yaptiklar1 ¢calismada HIV-1 genomu iginde kodlanan
bir yardime1 proteini olan viral enfeksiyon faktorii (Vif), G2 hiicre dongli durmasini
indiiklemektedir. Fakat bunun biyolojik anlami ve mekanizmasi tamamen agik
degildir. Burada TP53 yolunun Vif aracili G2 hiicre dongiisii tutulumunda rol

oynadigin1 ve Vif’in TP53'lin kararliligint ve transkripsiyonel aktivitesini MDM?2

43



4.ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA Emrah OZCAN

aracili ubikitleme ve niikleer disa salinimini bloke ederek artirir. Vif'in bu
aktiviteleri TP53'ten yoksun olarak G2 hiicre sikliisiiniin durmasina neden olamaz.
Mutajenez ve normal genler kullanilarak yapilan ¢alismada bu fonksiyon igin kritik
kalintilarin viral enfeksiyon faktoriiniin (Vif) N-terminal bolgesinde bulundugu
gosterilmistir. Yapilan kontrollii deneylerle Vif TP53 / MDM2 ekseni ile fonksiyonel
etkilesim yoluyla ve Vif tarafindan indiiklenmis G2 hiicre sikliis engellenmesinin,

HIV-1 replikasyonu lizerinde pozitif bir etkiye sahip oldugunu gostermektedir.

Bizde yaptigimiz ¢calismada TP53 genine ait rs2078486 nolu SNP’i inceledik.
Bu SNP ig¢in kontrol [KS(-) ve HIV(-)], HIV+ [KS(-)] ve KS [KS(-) ve HIV(-)]

gruplarinda allel farklilig1 saptanamamustir.

Herrero ve ark, 2016’da yaptiklar1 arastirmada; DC-SIGN veya CD209,
dendritik hiicreler ve dinlenme T hiicreleri arasindaki etkilesime ICAM-2/3
aracilifiyla aracilik eden dendritik hiicrelerde (DC'ler) eksprese edilen bir adhezyon
reseptoriidiir. Bu protein ayrica, insan virilisleri, Retroviriisler, Flaviviris, Filoviriis
ve Herpesviriis gibi 6nemli bir etkisi olan ¢esitli viriis ailelerinde bulunan evrimsel
secilmis yapilar olan mannoz N-bagli oligosakkaritleri tanimakta da rol oynar.
CD209'un alternatif eklenmesi, baz1 degiskenlerin muhtemelen salgilanan veya hiicre
i¢i izoformlar1 olan ¢esitli varyantlarla sonuclanir. CD209 promotoriindeki (-336G ve
-871A) 1ki SNP, tiiberkiiloz duyarliligma baglanmistir. 336G allelinin,
Kafkasyalilarda HIV-1'e kars1 koruma sagladigi, diger calismalarda ise Hintlilerde
ters etki oldugu ve Thais ya da Afrikalilarda etkili olmadig1 gériilmiistiir. Yapilan
calismada iliskilendirme analizi icin CD209 promotorii icinde daha once tarif edilen
dort polimorfik markorii secilmistir, bunlar: rs2287886, rs4804803, rs735239,
rs735240. Popiilasyonda gozlenen allelik frekanslar, Avrupa atalarmin diger
serilerinde daha once bildirilenlere benzerdir. Bu analizler, HIV-1 ile enfekte olmus
kisiler arasinda EUI ya da BD ile karsilastirildiginda bir iliski oldugunu ortaya
koymamistir. HIV-1 negatif bireyler tek bir grup olarak diisiiniildiiglinde, rs4804803

icin istatistiksel olarak anlamli bir egilim bulunmustur (pozisyon - 336; P = 0.07).

Ayrica Chakraborty ve ark, 2012’da yaptiklar1 arastirmaya gore CD209,

bircok wviriis tarafindan insan immiin yetmezlik virisi (HIV) ve daha yakin
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zamanlarda Bunyaviriisleri igeren bir reseptor olarak kullanildigi goriilmistir.
Benzer sekilde, KSHV'nin ayrica insan miyeloid DC'leri, makrofajlar ve aktive B
hiicresi enfeksiyonu sirasinda DC-SIGN kullandig1 goriilmektedir. Son ¢aligmalar,
aktiflestirilmis B hiicrelerinin DC-SIGN'in artan ekspresyonu nedeniyle daha etkili
sekilde enfekte oldugunu gostermistir. Bununla birlikte, heparan siilfat (HS) ve diger
KSHV reseptorlerinin, muhtemelen aktiflestirilmis B hiicrelerindeki artmis
enfektiviteye katkida bulunacak sekilde daha yiiksek seviyelerde eksprese edildikleri

gosterilmistir.

Bizim c¢alismamizda CD209 genine ait rs735240 kodlu SNP taranmistir.
rs735240 kodlu SNP’in kontrol [KS(-) ve HIV(-)] ve HIV+ [KS(-) ve HIV(+)]
grubunda aym allel oldugu Kaposi Sarkoma [KS(+) ve HIV(+)] hastasinda farkli

allel oldugu belirlenmistir.

Alfa-1-adrenerjik reseptorler (ADRA1A) G protein-bagli reseptér ailesinin
tiyeleridir. Mitojenik tepkileri aktive ederler ve bircok hiicrenin biiylimesini ve
cogalmasini diizenlerler. (Chang ve ark, 1998) Verma ve ark, 2006 yilinda yaptiklar
arastirmada viral enfeksiyonda hiicre dongilisii regililasyonu, hiicre biiylimesi,
transkripsiyon aktivasyonu, hiicre iletisimi ve sinyal iletimi ile ilgili proteinleri
kodlayan ADRAT1TA geni de dahil 51 hiicresel genin ekspresyon diizeylerinde (> 2

kat) bir artig oldugunu gostermislerdir.

Bizde c¢alismamizda ADRAIA genine ait rs10094695, 1s10102186,
rs17055965, rs13261597, rs57655874, rs4548188, rs6998591, rs11779546,
rs4732908, rs10503800, rs17056057, rs489790, rs498246 kodlu SNP’leri taradik. Bu
SNP’ lerden 3 tanesinin (rs10102186, rs17055965, rs498246) kontrol [KS(-) ve
HIV(-)] ve HIV+ [KS(-) ve HIV(+)] grubunda ayni allel oldugu Kaposi Sarkoma
[KS(+) ve HIV(+)] hastasinda farkli allel oldugu goriilmistiir.

ENDRA (Gi-bagh endotelin-1 reseptor tip a) geni aktivasyonu adipogenezde

(yag doku farklilasmasi) kok hiicre farklilasmasini engeller. Resept6r tirozin kinazlar

ve Gi protein-bagli reseptor (GPCR) arasindaki etkilesimler, adipoz fonksiyonunu ve
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kok hiicre nigini diizenlemede kooperatif veya inhibitér olabilen, igerige 0zgii

sinyalleme saglar. (KLEI ve ark, 2012)

Calismamizda ENDRA genine ait 1rs4333164, rs3814415, rs6537485,
rs9997823, rs4835412, rs3756022, rs5333, rs10028838, rs11734418 kodlu SNP’leri
inceledigimizde bunlardan rs10028838, rs11734418 kodlu SNP’lerin kontrol [KS(-)
ve HIV(-)] ve HIV+ [KS(-) ve HIV(+)] grubunda ayni allel oldugu Kaposi Sarkoma
[KS(+) ve HIV(+)] hastasinda farkli allel oldugu belirlenmistir.

Henrich, 2011°de yapilan ¢alismada; rs6659902 kodlu SNP’inin bulundugu
gen olan CAMTALI tarafindan kodlanan protein, bir CG1 DNA-baglama alani, bir
transkripsiyon faktorii immiinoglobulin domeni, ankirin tekrarlart ve kalmodulin-
baglama IQ motifleri igerir. Kodlanan proteinin bir transkripsiyon faktorii oldugu
diisiiniiliir ve bir timor baskilayict olabilir. Bununla birlikte, bu gen ve WWTRI1 geni
arasinda bazen bir translokasyon olay1 gozlemlenir, sonucta malign vaskiiler bir
kanser olan epiteloid hemanjioendotelyoma yol agan WWTRI-CAMTA1L
onkoprotein olusur. Ayrica CAMTAL epiteloid hemanjioendotelyoma (nadir goriilen
karaciger tiimorii) teshisinde rutin klinikte kullanilabilecek bir veri oldugu Cheung

ve ark tarafindan 2018’de yapilan ¢alismada gosterilmistir.

Calismamizda r$6659902 kodlu SNP’in kontrol [KS(-) ve HIV(-)] ve HIV+
[KS(-)] grubunda ayni allel oldugu Kaposi Sarkoma hastasinda farkli allel oldugu

saptanmuistir.

Kontrol [KS(-) ve HIV(-)], HIV+ [KS(-) ve HIV(+)] ve Kaposi Sarkoma
[KS(+) ve HIV(+)] gruplarma gore toplam niikleotit sayisi ve oran tablosuna
baktigimizda (Cizelge 4.7) AA, AG, AT, AC, TT allel oranlar1 bakimindan
degerlerin biribirine ¢ok yakin ¢iktigi goriilmiistiir. TA alleli sadece HIV+ [KS(-) ve
HIV(+)] hastada saptanmis kontrol [KS(-) ve HIV(-)] ve Kaposi Sarkoma [KS(+) ve
HIV(+)] bireylerinde saptanmamistir. TG ve TC allelleri kontrol [KS(-) ve HIV(-)],
HIV+ [KS(-) ve HIV(+)] bireyde saptanmis fakat Kaposi Sarkoma [KS(+) ve
HIV(+)] hastasinda saptanmamistir. GC alleli HIV (+) hastada saptanmamig fakat
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kontrol [KS(-) ve HIV(-)] ve Kaposi Sarkoma (KS+HIV(+)) bireyinde saptanmustir.
GT alleli kontrol [KS(-) ve HIV(-)] ve HIV+ [KS(-) ve HIV(+)] bireylerde
saptanmamis fakat Kaposi Sarkoma [KS(+) ve HIV(+)] hastasinda saptanmistir. CA
alleli sadece kontrol (HIV-) grubunda saptanmis HIV+ [KS(-) ve HIV(+)] ve Kaposi
Sarkoma [KS(+) ve HIV(+)] hastalarinda saptanmamistir. Diger allel sayilar1 3
gruptada anlamli bir dagilim gostermemis sadece GG alleli kontrol [KS(-) ve HIV(-)]
ve HIV+ [KS(-) ve HIV(+)] bireyde (%17) Kaposi Sarkoma [KS(+) ve HIV(+)]
hastasina gore (%21,4) daha diisiik ¢ikmistir.

Kontrol [KS(-) ve HIV(-)], HIV+ [KS(-) ve HIV(+)] ve Kaposi Sarkoma
[KS(+) ve HIV(+)] gruplarmimn Kaposi Sarkoma ile ilgkilendirilen genlerdeki
niikleotit say1 grafigine (Sekil 4.5) baktigimizda AA allelinin HIV+ [KS(-) ve
HIV(+)] ve kontrolde [KS(-) ve HIV(-)] ayn1 sayida yer aldig1 fakat Kaposi Sarkoma
[KS(+) ve HIV(+)]’de daha fazla sayida yer aldigi gozlemlenmistir. AG alleli
bakimindan HIV (+) ve Kaposi Sarkoma (KS+HIV(+))’da ayni sayida olmasina
ragmen kontrol (KS(-))’de say1 olarak daha fazla yer almistir. AT ve AC alleli
bakimindan kontrol [KS(-) ve HIV(-)], HIV+ [KS(-)], Kaposi Sarkoma [KS(+) ve
HIV(+)] hastalarinda sayisal bir farklilik goriillmemistir. TA alleli kontrol [KS(-) ve
HIV(-)], HIV+ [KS(-)], Kaposi Sarkoma [KS(+) ve HIV(+)]’da saptanmamustir. TT
allelinin say1 bakimindan kontrol [KS(-) ve HIV(-)], HIV+ [KS(-)], Kaposi Sarkoma
[KS(+) ve HIV(+)]’da aym1 sayida gorildiigiic HIV+ [KS(-)]’de ise daha fazla
gorildiigli saptanmistir. GA, CC, CG ve CT allellerinin her ii¢ gruptada farkli sayida
goriildigi saptanmistir. GG allelinin kontrol [KS(-) ve HIV(-)], ve HIV+ [KS(-)]’de
ayni sayida goriildiigii ve bu allelin Kaposi Sarkoma [KS(+) ve HIV(+)] hastasinda

daha fazla goriildiigii saptanmustir.

Kontrol [KS(-) ve HIV(-)], HIV+ [KS(-)], Kaposi Sarkoma [KS(+) ve
HIV(+)] gruplarinin Kaposi Sarkoma ile ilskilendirilen genlerdeki taplam allel say1
grafigine (Sekil 4.6) baktigimizda AA ve BB allelinin Kaposi Sarkoma [KS(+) ve
HIV(+)] hastasinda HIV(+) hastasindan say1 olarak daha fazla ¢iktigi, HIV+ [KS(-)]
hastasinda da kontrol [KS(-) ve HIV(-)] bireyine gore say1 olarak fazla ¢iktig
goriilmiistiir. AB allelinin kontrol [KS(-) ve HIV(-)] bireyinde digerlerine gore daha
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yiiksek ciktig1 belirlenmistir.

Sekil 4.7°e baktigimizda AA ve BB allellerinin Kaposi Sarkoma [KS(+) ve
HIV(+)] hastasinda diger gruplara gore daha diisiik sayida ¢iktig1 ve AB allellinin de
Kaposi Sarkoma [KS(+) ve HIV(+)] hastasinda digerlerine gore daha yiiksek ¢iktig

gorilmistir.

Taranan 204 bin SNP’e ait niikleotitlerin toplam say1 dagilimina baktigimizda
(Sekil 4.8); AC, AG, AT, CA, CA, CG, CT, GA, GC, GT, TA, TC veTG allel
niikleotit sayilarmin Kaposi Sarkoma [KS(+) ve HIV/(+)] hastasinda kontrol [KS(-)
ve HIV(-)] ve HIV+ [KS(-)] bireylerine gore daha yiiksek ¢iktigi goriilmiistiir. AA,
CC, GG ve TT allel niikleotit sayilariin Kaposi Sarkoma [KS(+) ve HIV(+)]
hastasinda kontrol [KS(-) ve HIV(-)] ve HIV+ [KS(-)] bireylerine gore daha diisiik
ciktig1 saptanmustir.

Taranan 204 000 SNP’ten 32 362 tane SNP’in kontrol [KS(-) ve HIV(-)] ve
HIV+ [KS(-)]’de ayni1 fakat Kaposi Sarkoma’da farkli oldugu durumuna bakarsak
Kaposi Sarkoma ile iliskili oldugu diisiiniilen ilk 10 gen iginde sadece 16 tane
SNP’in kontrol [KS(-) ve HIV(-)] ve HIV+’de [KS(-)] aym1 Kaposi Sarkomada
[KS(+) ve HIV(+)] farkli olmasi1 ¢ok kiiglik bir orani temsil etmektedir. Bu genler
icinde SNP dagilimimin genlere gore farkli sayida oldugu saptanmistir. Bu 16
SNP’ten 3 tanesi ADRA1A geninde, 6 tanesi STIM1 geninde, 4 tanesi EFNB2
geninde, 1 tanesi CD209 geninde ve 2 tanesi ENDRA geni igerisinde bulunmaktadir.
(Sekil 4.9)
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5. SONUCLAR ve ONERILER

5.1. Sonuclar

Yaptigimiz ¢alismada Kaposi Sarkoma [KS(+) ve HIV(+)] ile iliskilendirilen
genlere ait SNP analizi mikroarray sisteminde taranmis ve bunun sonucunda STIM1,
EFNB2, CD209, ADRA1A, ENDRA genine ait bazi SNP’ler ve Kaposi Sarkoma
[KS(+) ve HIV(+)] ile iligkilendirilen rs6659902 kodlu SNP’in kontrol [KS(-) ve
HIV(-)] ve HIV+ [KS(-)] grubunda ayni iken Kaposi Sarkoma hastasinda farkli
oldugu gorilmiistiir. Fakat Kaposi Sarkoma ile iliskilendirilen genlere ait SNP
analizi sonucunda CX3CR1, CXCL12, IL10, TP53 genine ait SNP’ lerin ve Kaposi
sarkoma ile iliskilendirilen rs1405227, rs11648370, rs11648370, rs11648370,
rs3772140, rs3772140, rs3772140, rs2301770, rs2301770, rs2301770 kodlu
SNP’lerin kontrol [KS(-) ve HIV(-)] grupta, HIV+ [KS(-)] ve Kaposi Sarkoma
[KS(+) ve HIV(+)] gruplara gore bir allel farklilig: tespit edilmistir.

STIM1 geni 6nemli bir tiimor baskilayici gen bolgesi olan 11p15.5'in imprint

(Imprinting, genetik materyalin anneden veya babadan kalitilmis olmasma bagh

olarak, farkli ekspresyonudur) gen alaninda yer alan birka¢ genden biridir. Ca2 +
girisini dilizenleyen stromal etkilesim molekiilii 1'1 kodlamaktadir. Calismamizda
STIM1 geninin rs1055640, rs7948532, rs10742177, rs10835231, rs12271807,
rs10500589, rs10767723, rs75627429, rs79461202, rs2923956, rs7938706,
rs58186239, rs11827790, rs2735691, rs11030976, rs7940013 numarali SNP’lerini
taradik. Bu SNP’lerden 6 tanesinin (rs1055640, rs10835231, rs10767723,
rs75627429, rs79461202, rs7938706) kontrol [KS(-) ve HIV(-)] ve HIV+ [KS(-)]

grubunda ayni iken Kaposi Sarkoma hastasinda farkli oldugu goriilmiistiir.

IL10, makrofaj / monosit ve T hiicreli lenfosit ¢ogalmasini ve inflamatuar
(iltihaplanmayla birlikte devam eden) sitokinlerin (IL1, TNFa, IL6, IL8 ve IL12)
sekresyonunu inhibe ederek, in vivo olarak HIV-1 replikasyonunu sinirlayan lenfoid
hiicreler tarafindan iretilen giiclii bir TH-2 hiicre sitokindir. Biz IL10 geninde
rs1878672 ve rs3024491 kodlu SNP’leri taradik. Fakat bu SNP’lerde kontrol [KS(-)
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ve HIV(-)] grupta, HIV+ [KS(-)] ve Kaposi Sarkoma [KS(+) ve HIV(+)] gruplara
gore allel farklilig1 yoktur.

CD209, dendritik hiicreler ve dinlenme T hiicreleri arasindaki etkilesime
ICAM-2/3 araciligiyla aracilik eden dendritik hiicrelerde (DC'ler) eksprese edilen bir
adhezyon reseptoriidiir. Bu protein ayrica, insan virisleri, Retroviriisler, Flaviviriis,
Filovirlis ve Herpesviriis gibi 6nemli bir etkisi olan ¢esitli viriis ailelerinde bulunan
evrimsel secilmis yapilar olan mannoz N-bagli oligosakkaritleri tanimakta da rol
oynar. Calismamizda CD209 genine ait rs735240 kodlu SNP taranmustir. rs735240
kodlu SNP’in kontrol [KS(-) ve HIV(-)] ve HIV+ [KS(-)] grubunda ayni allel oldugu

Kaposi Sarkoma hastasinda farkli allel oldugu bulunmustur.

Bir¢cok dokuda ozellikle beyin ve interlokin-2 ile aktive olan periferal kan
lenfositlerinde yiiksek seviyelerde eksprese edilen, yakin zamanda tespit edilmis
onemli bir HIV koruyucusu oldugu disiiniilen (Kemokinler i¢in bir lokosit
kemotaktik ve adhezyon reseptorii)) CX3CR1 genine ait rs17038647, 1s9826296,
rs6783532, rs13062158 numarali polimorfizmlerini inceleyerek bu SNP’ler
bakimindan kontrol [KS(-) ve HIV(-)] grupta, HIV+ [KS(-)] ve Kaposi Sarkoma
[KS(+) ve HIV(+)] gruplarina gore bir fark goriilmemistir.

ENDRA (Gi-bagli endotelin-1 reseptor tip a) geni ativasyonu adipogenezde
(yag doku farklilagsmasi) kok hiicre farklilagsmasini engeller. Bu gene ait rs4333164,
rs3814415, rs6537485, rs9997823, rs4835412, rs3756022, rs5333, rs10028838,
rs11734418 kodlu SNP’leri inceledigimizde bunlardan rs10028838, rs11734418
kodlu SNP’lerin ) kontrol [KS(-) ve HIV(-)] ve HIV+ [KS(-)] grubunda ayni allel

oldugu Kaposi Sarkoma hastasinda farkli allel oldugu goriilmiistiir.

CX3CR1 (Kemokinler i¢in bir 16kosit kemotaktik ve adhezyon reseptorii) ile
ayni gen ailesinden olan CXCLI12 geni igerisinde yer alan rs2522 nolu SNP’i
inceleyerek bu SNP’in kontrol [KS(-) ve HIV(-)] grupta, HIV+ [KS(-)] ve Kaposi
Sarkoma [KS(+) ve HIV(+)] gruplarina gore allel farklilig1 tespit edilmemistir.
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Alfa-1-adrenerjik reseptorler (ADRA1A) G protein-bagli reseptor ailesinin
tiyeleridir. Mitojenik tepkileri aktive ederler ve bircok hiicrenin biiylimesini ve
cogalmasimi diizenlerler. Calismamizda ADRAIA genine ait r1s10094695,
rs10102186, rs17055965, rs13261597, rs57655874, rs4548188, rs6998591,
rs11779546, rs4732908, rs10503800, rs17056057, rs489790, rs498246 kodlu
SNP’leri taradik. Bu SNP’lerden 3 tanesinin (rs10102186, rs17055965, rs498246)
kontrol [KS(-) ve HIV(-)] ve HIV+ [KS(-)] grubunda aymi allel oldugu Kaposi

Sarkoma hastasinda farkli allel oldugu bulunmustur.

Sinaps olusumuna ve glutamat reseptorlerinin sinapslara alinmasina aracilik
eden ephrin ligandi olan EFNB2 genine ait rs737461, rs12868314, rs8000122,
rs7983579, 1rs9514544, 1rs9520090, 1rs7320751 kodlu SNP’leri taradik. Bu
SNP’lerden 4 tanesinin (rs12868314, rs7983579, rs9514544, rs9520090) kontrol
[KS(-) ve HIV(-)] ve HIV+ [KS(-)] grubunda aymi allel oldugu Kaposi Sarkoma

hastasinda farkli allel oldugu goriilmiistiir.
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5.2. Oneriler

Yaptigimiz mikroarray calismasinda 204 000 tane SNP Kontrol (HIV-),
HIV(+) ve Kaposi Sarkoma [KS+ HIV(+)] gruplari igin tarandi. Bu SNP’lerden 32
362 tanesi kontrol [KS(-) ve HIV(-)] ve HIV+ [KS(-)] grupta ayni allel oldugu
Kaposi Sarkoma [KS+ HIV(+)] hastasinda farkli allel oldugu goriilmiistiir. Farklilik
olan 32 000 SNP’ten 16 tane SNP Kaposi Sarkoma baglantili genler (veri tabanlarina
gore) icinde yer almaktadir. Bu verilerin yapacagimiz veya yapilacak yeni ¢alisma
verileriyle birlikte degerlendirilmesi HIV+ [KS(-)] ve Kaposi Sarkoma [KS+
HIV(+)] arasindaki SNP farkliliklarin1 ve Kaposi Sarkoma [KS+ HIV(+)] baglantili
ve Kaposi Sarkomaya [KS+ HIV(+)] yatkinlikta rol oynayan SNP’leri belirlemede
daha dogru sonug verecektir. Iliskili bulunanan genler ve SNP’ler incelenerek farkli

olanlar i¢in gen ekspresyon diizeyinin incelenmesi Onerilir.

Bu sayede Kaposi Sarkoma [KS(+) ve HIV(+)] hastalarda tan1 i¢in etkili bir
marker gelistirilebilecektir. Bunun da hastaligin hizli teshisi ve tedavisinde bir yarar
saglayacagi diisliniilmektedir. Bu yiizden Kaposi Sarkoma [KS(+) ve HIV(+)]

hastalardan olusan yiiksek sayili bir ¢alisma yapilmasi 6nerilmektedir.
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