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OZET

Yavuz C. 2019. HLA-DRS53 Haplotiplerindeki PRKRAP1 Psddogeninin Akut
Lenfoblastik Losemi ile liskisi. istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Tibbi
Biyoloji ABD. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul. 2019.

Akut Lenfoblastik Lésemi (ALL) lenfoblastlarin anormal bir sekilde kontrolsiiz ve asir1
¢ogalmasindan olusur. Gen yeniden diizenlenmeleri, kromozom sayisindaki
degisiklikler ve anormal karyotip ALL'de risk faktorleridir. Pek ¢ok ¢alismada insan
Lokosit Antijen (HLA) genlerinin smif 1l gen bolgesine ait HLA-DRB4 alel ve
homozigot sikliginin c¢ocukluk cagr ALL’sinde erkege 06zgii olarak yiiksek oranda

oldugu gozlenmistir.

Calismamizda ALL hastahiginin HLA-DRB4 alel siklig1 ve Interferon Indiikleyici Cift
Zincirli Riboniikleik Asit Baglayan Protein Kinaz A Psodogen 1 (PRKRAPL) ile
iligkisinin gosterilmesi amaglanmstir. Ayrica hasta ve saglikli grupta Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PZR) ile PRKRAPI psddogen pozitifliginin incelenmesi ve HLA-DRB4
haplotiplerinin bir diger belirteci olan Tek Niikleotit Polimorifizmi (SNP) rs2395185’in

gercek zamanli PZR ile tanimlanmasi hedeflenmistir.

Caligmamizda tiim grupta PRKRAPI psddogen pozitifligi HLA-DRB4 haplotipine
spesifik olarak gosterilmisti. HLA-DRB4 alel ve HLA-DRB4 homozigot sikligi
cocukluk c¢agr ALL hastalarinda erkeklerde anlamli olarak yiliksek bulunmustur.
rs2395185’in HLA-DRB4 haplotiplerine 6zgii oldugu saptanmistir ve orneklerdeki
HLA-DRB4 homozigotlugu SNP tiplemesi seviyesinde kanitlanmigtir.

Calismamizda, HLA-DRB4 homozigotlugu ve HLA-DRB4 belirteci ile ALL iliskisinin
temelinde HLA-DRB4 haplotiplerinde heniiz karakterizasyonu yapilmamis ilave
DNA’nin olabilecegi disiiniilmektedir. HLA-DRB4 haplotiplerine spesifik olarak
tanimladigimiz  PRKRAP1 psddogeninin yeni tamimlanabilecek spesifik bir
transkripsiyon haritasindaki molekiiler mekanizmas1 arastirthip ALL ile iliskisi

belirlenebilir.
Anahtar Kelimeler : ALL, HLA-DR53, HLA-DRB4, PRKRAP1, rs2395185
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ABSTRACT

Yavuz C. 2019. Association of PRKRAP1 Pseudogene in HLA-DR53 Haplotypes with
Acute Lymphoblastic Leukemia. Istanbul University Health Sciences Institute, Medical
Biology Department. Master Thesis. Istanbul. 2019.

Acute Lymphoblastic Leukemia (ALL) consists of abnormally uncontrolled and
excessive proliferation of lymphoblasts. Gene rearrangements, changes in chromosome
number and abnormal karyotype are risk factors in ALL. In many studies Human
Leukocyte Antigen (HLA)-DRB4 allele and homozygote frequency of class Il gene
region of HLA genes was observed that there was a high rate of male specificity in
childhood ALL.

In our study, it was aimed to show the relationship between ALL disease and HLA-
DRBA4 allele frequency and Protein Kinase, Interferon-Inducible Double Stranded RNA
Dependent Activator Pseudogene 1 (PRKRAP1). In addition, in the patient and healthy
group, the aim of this study was to investigate the PRKRAP1 pseudogene positivity by
Polymerase Chain Reaction (PCR) and to identify Single Nucleotide Polymorphism
(SNP) rs2395185 which is another marker of HLA-DRB4 haplotypes, by the real time
PCR. PRKRAP1 pseudogene positivity in the whole group was shown to be specific to
HLA-DRB4 haplotype. The frequency of HLA-DRB4 allele and HLA-DRB4
homozygosity were significantly higher in male patients with childhood ALL.
rs2395185 was found to be specific for HLA-DRB4 haplotypes and HLA-DRB4

homozygosity in the samples was demonstrated at the level of SNP typing.

In our study, an additional non-characterized DNA in the HLA-DRB4 haplotypes for
HLA-DRB4 homozygosity and HLA-DRB4 marker association is considered for ALL.
The molecular mechanism of PRKRAP1 pseudogene, which we defined specifically for
HLA-DRB4 haplotypes, can be investigated in a specific transcription map, that can be

identified in a novel, and its relationship with ALL can be determined.
Key Words: ALL, HLA-DR53, HLA-DRB4, PRKRAP1, rs2395185
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1. GIRIS VE AMAC

6. kromozomun kisa kolu tizerinde (6p21) sentromere yakin bir bolgede yer alan
ardisik bir Deoksiriboniikleik Asit (Deoxyribonucleic Acid; DNA) dizisinde bulunan
HLA genlerinin simnif Il gen bolgesine ait HLA-DR grubundan HLA-DRB1*04, HLA-
DRB1*07 ya da HLA-DRB1*09 alellerini tasiyan bireyler HLA-DRB4 (HLA-DR53)
haplotipini tasirlar (1). HLA-DR haplotipleriyle iliskili daha 6nce yapilan calismalarda,
HLA-DRB4 belirte¢ sikliginin ve HLA-DRB4 kodlayan HLA-DRB4*01 homozigot
sikligmmin ¢ocukluk ¢agi ALL‘sinde erkege spesifik olarak yiiksek oranda oldugu
gozlenmistir (2,3).

SNP rs2395185 (Guanin/Timin), HLA-DR alt gruplarinin intergenik bolgesinde
bulunur ve Timin (T) alel varyant1 ile HLA-DRB4 haplotiplerinin belirtecidir (1).
Yapilan ¢aligmalarda varyant rs2395185’in Hodgkin lenfoma ve iilseratif kolit igin
koruyucu; ALL, akciger kanseri, romatoid artrit ve astim ig¢in risk iliskisi ortaya

koydugu gozlenmistir (4,5,6,7,8).

HLA-DRB4 haplotipleri psddogenler bakimindan zengindir ve HLA-DRB4
bolgesinde, HLA-DRA ve HLA-DQAI arasinda yerlesik olan, yeni tanimlanmis ve
heniiz biyolojik rolleri tam olarak ¢oziilememis psodogenler bulunmustur (9). HLA-
DRB4 haplotipine spesifik PRKRAP1 psodogeni ile ilgili 1998 yilinda yapilan bir
caligmada P1 Kokenli Yapay Kromozom (P1-Derived Artificial Chromosome; PAC)
HS265J14 klonlarinda kesfedilen ve ¢ift zincirli Riboniikleik Asit (Ribonucleic Acid,;
RNA) baglayan yeni protein kodlamasi beklenen bdlgenin, insan HLA-DR alt
gruplarindaki niikleotit dizisi ile %98,4 eslenik oldugu goriilmiistiir. Sonrasinda HLA-
DR gruplarinda tanimlanan ve ¢ift zincirli RNA baglayan protein kodladigi 6nerilen
genin ismi Homo sapiens RNA-Baglayan Protein (Homo sapiens Ribonucleic Acid
Binding Protein; hsRBP) iken Human Genome Organisation (HUGO) ve Human Gene
Nomenclature Committe’sinin Onerileri ile Interferon Indiikleyici Cift Zincirli
Riboniikleik Asit Baglayan Protein Kinaz A (Protein Kinase, Interferon Inducible
Double_Stranded Ribonucleic Acid Dependent Activator;, PRKRA) olarak
degistirilmistir (10,11). HsRBP, Xenopus laevis Cift Zincirli RNA Baglayan Protein
(Xenopus laevis Double-Stranded Ribonucleic Acid Binding Protein; Xlrbp) geni ve

Insan Bagisiklik Yetmez Viriis-1 (Human Immunodeficiency Virus Type-1; HIV-1)



Transaktivasyon Yamt (Transactivation Response, TAR) RNA’smi1 Baglayan Insan
Stoplazmik Proteini (Human Cellular Protein Bound to The Transactivation Response
of Human Immunodeficiency Virus Type-1 Ribonucleic acid; TRBP) geni ile homoloji
gosterdigi gibi ¢ift zincirli RNA baglayan Protein Kinaz R (Protein Kinaz R; PKR)
Aktivatorii Protein (Protein Activator of Protein Kinaz R; PACT) geni ile %98,4
niikleotit seviyesinde ve %99 aminoasit seviyesinde esleniktir. Dizileme calismalari
sonucu HsRBP, hem PAC klonlarinda hem de insan HLA-DR alt bolgesinde intron
dizisi tasimadig1 icin psddogen olarak diisiiniilmiis ve HLA Simif II bolgesinde aktif

olmayan bir gen kalintis1 oldugu ileri stiriilmiistiir (10).

2011°de yapilan bir ¢alismada, HLA-DRBS5 ailesine ait lenfoblastoid hiicre
hattinda HLA kompleksindeki psédogenlerin %70 oranla yiiksek transkripsiyon oranina
sahip oldugu gozlenmistir. Bu ¢alismadan elde edilen sonuca gore HLA-DRB4 ailesine

ait spesifik psodogenlerin de transkribe olabilecegi lizerinde diisiiniilmektedir (9,12).

Calismamizda, ALL hastaligi ile HLA-DRB4 alel sikligr iliskisinin gosterilmesi
amaglanmistir. Ayrica daha 6nce yapilan calismalarda, HLA-DRB4 homozigotlugu ve
HLA-DRB4 alel siklig1 ile ALL hastaligi arasinda tanimlanan iliskinin aslinda HLA-
DRB4 haplotiplerinde bildirilmis; heniiz biyolojik rolii ve fonksiyonu tam olarak
belirlenememis HLA-DRB4 haplotiplerine  spesifik PRKRAP1 psodogeninden
kaynaklanip kaynaklanmadiginin incelenmesi amaglanmistir. Multiple PZR yontemiyle
hasta ve saglikli grupta PRKRAP1 psodogen pozitifliginin gdsterilmesi planlanmistir.
HLA-DRB4 haplotiplerinin bir diger belirteci olan rs2395185 SNP'sini de ger¢ek
zamanli PZR ile tamimlayarak orneklerde hem HLA tiplemesi ile HLA-DRB4
homozigotlugunun hem de rs2395185 tiplemesi ile SNP diizeyinde homozigotlugun
gosterilmesi amaglanmistir. Hasta ve saglikli grupta, PRKRAP1 psddogen pozitiflik
oranlarmin, rs2395185 genotiplerinin, HLA-DRB1 alel ve HLA-DRB siipertip
sikliklarinin, HLA-DRB4 alel ve homozigot sikliginin karsilagtirilmast planlanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Akut Lenfoblastik Losemi

2.1.1. ALL Hastalik Tablosu ve Goriilme Sikhig

ALL, kemik iliginde lenfoblast birikimine bagli olusan ¢ocukluk déneminin en
yaygin malign hastaligidir (13). Beyaz kan hiicreleri (I16kosit) dogru isleve sahip olgun
hiicre sekline donlisemezler. Hizli ve kontrolsiiz olarak ¢ogalmaya baglamalari
sebebiyle normal kan olusumu olumsuz etkilenir ve bunun sonucunda artik saglikli
16kositler, saglikli kirmizi kan hiicreleri (eritrosit) ve saglikli kan pulcuklar1 (trombosit)
gereken miktarda iiretilemez. ALL hastaliginda lenfositlerin heniiz olgunlasmamis bir
On hiicresinde habis bir kontrolden ¢ikma durumu goriiliir. Hiicre gelisiminin gesitli
basamaklarinda meydana gelebilen bu kontrolden ¢ikma durumu lenfositlerin cesitli alt
gruplarini ve bunlarin 6n basamaklarin1 kapsayabilir. Boylelikle ALL hastaliginin farkli
sekilleri ortaya cikar. Ornegin B-ALL, B-lenfositlerin 6n hiicrelerinden kaynaklanirken
T-ALL, T-lenfositlerin 6n hiicreleriden kaynaklanir. ALL’de daha onceki gelisim
basamag1 s6z konusu ise hastalik isminin Oniine pre sozciigii eklenir. Bundan dolay1
pre-pre-B-ALL, common ALL, pre-B-ALL, (olgun) B-ALL, pro-T-ALL ve pre-T-ALL,
intermedier (kortikal) T-ALL, T-ALL gibi ALL alt tipleri belirlenmistir (14).

Tirk Hematoloji Dernegi verilerine gore tim ALL olgularimin iigte ikisi
cocuklarda goriiliir. 15 yas alti cocuklarda ise en sik rastlanan neoplastik hastaliktir.
Erigkin yas grubunda hastaligin goriilme sikligi 1-2/100.000 arasinda degismektedir
(15). ALL goriilme siklig1 3-7 yasinda en yiiksektir ve hastalarin %75’i 6 yasindan
kiiciiktiir. Hastalarin %85°1 B hiicre kokenlidir, erkek ve kadin esit derecede hastaliga

yakalanir. T-ALL’nin erkeklerde goriilme sikligr ise daha fazladir (13).

Alman Cocuk Kanser Veri Bankasi agiklamalarina gére Almanya’da her sene 0
ile 14 yas arasindaki yaklasik 500 ¢ocuk ve gengte ALL hastaligi tespit edilmektedir.
Ayni zamanda her sene 18. yasini1 doldurmus ve daha geng olan 550 ile 600 kisi ALL
hastaligina yakalanmaktadir (14).

2.1.2. ALL Hastahgmin Sebepleri ve Belirtileri
ALL, Diinya Saglik Orgiitii (World Health Organization; WHO) tarafindan B

hiicresi veya T hiicresi ile genetik defektteki yatan genetik kusura gore alt



smiflandirilmistir. B-ALL’de t(9;22) veya t(12;21) translokasyonlari, MLL gen yeniden
diizenlenmesi veya kromozom sayisinda degisiklik bulunan birka¢ 6zel genetik alt tip
vardir. T-ALL’de hastalarin %50-70’inde anormal bir karyotip bulunur ve g¢ogu
durumda notch sinyal yolagi aktivedir. ALL alt tipinin belirlenmesi optimal tedavi

protokolii ve prognoz i¢in dnemli bir kilavuzdur (13).
WHO 2016’ya gore ALL (13):

e B-lenfoblastik 16semi (Bagka sekilde siniflandirilamayan)

Tekrar eden genetik anormallikler ile birlikte B lenfoblastik 16semi/lenfoma B

lenfoblastik 16semi/lenfoma

e 1(9;22) (q34.1;911.2); BCR-ABLI ile birlikte B lenfoblastik 16semi/lenfoma B
lenfoblastik 16semi/lenfoma

e 1t(v;11923.3); KMT2A rearanjmant ile birlikte B lenfoblastik 16semi/lenfoma

o t(12;21)(p13.2;q22.1); ETV6 ile birlikte B lenfoblastik 16semi/lenfoma

e Hiperdiploidi (kromozom b 50) ile birlikte B lenfoblastik 16semi/lenfoma

e Hipodiploidi (kromozom k 50) ile birlikte B lenfoblastik 16semi/lenfoma

e 1(5;14) (g31.1;932.3) IL3-IGH ile birlikte B lenfoblastik 16semi/lenfoma

e 1(1;19) (g23;p13.3);TCF3-PBXI ile birlikte B lenfoblastik 16semi/lenfoma

e Gegici antite: B lenfoblastik 16semi/lenfoma, BCR-ABL1-benzer

e Gegici antite: IAMP21 ile B lenfoblastik 16semi/lenfoma

e T lenfoblastik I6semi/lenfoma

e Gegici antite: Erken T hiicre prekiirsor lenfoblastik 16semi

e Gegici antite: Natural Killer (NK) hiicreli lenfoblastik 16semi

ALL’de risk faktorleri igcinde Down sendromu, losemili kardes, radyasyona
maruz kalma, benzen gibi bazi toksinler, kimyasal maddeler ve ilaglar sayilabilir.
ALL’de artan lenfoblastlar kemik iliginde kan yapimini engelledigi ve bagisiklik
sistemindeki hiicrelerin yapimini bozdugu i¢in anemi, halsizlik, ¢abuk yorulma,
hareketle artan nefes darlhigi, yiiksek ates, bademcik iltihab1 ve zatiirre meydana
gelebilir. Artan lenfoblastlar lenf bezleri, dalak ve karacigerde birikirse bu organlarda
biiyiimeye sebep verir. Trombositlerin sayisindaki yetersizlik ise ciltte morluk
olugmasina, toplu igne basi biiyiikliiglinde kirmiz1 yaygin dokiintiilere, burun ve dis eti

kanamalarina neden olur (16).



2.1.3. ALL Hastalik Tamsi
ALL hastalik tanis1 i¢in asagidaki yontemler uygulanir (16,17):

Anamnez (hastahk oykiisii) ve fizik muayene: Kisinin ge¢misteki hastalik
Oykiisii ve aldig1 tedaviler Ogrenilir. Fizik muayene ile morluklar, deride kanama

odaklari, ates yiiksekligi, biiylimiis karaciger, dalak ve lenf bezleri saptanir.

Tam kan saymm ve biyokimyasal tetkikler: Kisinin l6kosit sayisi ve
hemoglobin miktar1 Ol¢iiliir. Hastalarda genellikle kansizlik (anemi) ve trombosit

distikligi beklenir.

Periferik (cevresel) kan yaymasi: Kan hiicrelerinin g¢esitleri, birbirlerine
oranlari, yaklasik olarak sayilari, hiicrelerin sekillerindeki degisiklikler ve ¢evre kanina
cikan anormal hiicreler saptanir. ALL'de periferik kan yaymasinda artmis olan blastlarin

goriilmesi beklenir (Sekil 2-1).

Sekil 2-1: Saghikl ve ALL hastasi bireyin kemik iligi hiicreleri (17)

Panel A: Saglikli birey Panel B: ALL hastas1

Kemik iligi aspirasyonu ve biyopsisi: Kemik iligi aspirasyonunda legen
kemigi bolgesel (lokal) anestezi veya genel anestezi ile uyusturulur. Kemik iligine 6zel
bir igne ile girilerek enjektor yardimi ile kemik iligi 6rnegi alinir. Biyopside ise 6zel
biyopsi ignesi yardimiyla kemik iliginden kii¢iik bir 6rnek alinir. Kemik iligi aspirasyon
ve biyopsi numuneleri hematolog ve patolog tarafindan mikroskop altinda incelenir.
Kromozom anormalliklerinin saptanmasi igin aspirasyon orneginden ¢esitli kromozom

inceleme testleri istenir. Kesin tanida mutlaka kemik iligi biyopsisi yapilmasi1 gerekir.



Sitogenetik analizler: Kandan veya kemik iliginden alinan hiicreler mikroskop
altinda incelenerek lenfositlerdeki bazi kromozom degisikliklerinin saptanmasi
hedeflenir. ALL'de bazen bir kromozomun bir kismi1 diger bir kromoza yapismis oldugu
icin anormal kromozom (Philadelphia kromozomu, bcr/abl geni) saptanabilir. Ayrica
Floresan In situ Hibridizasyon (FISH) yontemi gibi floresan maddelerin kullanildig1
veya PZR yontemi gibi baz1 kimyasal maddelerin kullanildigi molekiiler sitogenetik

testlerden de yararlanilabilir.

Immiinfenotipleme (akis sitometrisi): Immiinfenotipleme, hiicre yiizeyindeki
protein tiirlerine (antijen) 6zgii hiicreleri tanimlamak i¢in kullanilan bir iglemdir. Kemik
iligi veya kan oOrnegindeki hiicrelerin 6zel boyalarla boyanmasi hedeflenerek

yiizeylerinde bulunan belirte¢lerden yararlanilarak 16semi ve 16seminin tipleri saptanir.

2.1.4. ALL Hastalik Tedavisi
ALL'nin tedavisi igin 4 ¢esit yontem kullanilmaktadir (14,16):

Kemoterapi: ALL’nin baglica tedavi yontemi kemoterapi uygulamasidir. Bu
uygulamada, hiicre biiyiimesini Onleyen ilaglar (sitostatikler) kullanilmaktadir.
Genellikle tek bir ila¢ 16semi hiicrelerinin hepsini imha edemediginden, degisik etkilere
sahip birden fazla sitostatik ilag bir kombinasyon halinde verilir (polikemoterapi

yontemi- ¢oklu ilacla tedavi).

Kok hiicre nakli: Kok hiicre naklinde uygun dondr bulunmasi i¢in oncelikle
hastanin Kardesleri teste tabi tutulur. Hastanin kerdesi yoksa veya mevcut kardesleri
HLA doku gruplari agisindan hastayla uyumlu degilse, kok hiicre bankasindan akraba

dis1 kok hiicre nakli i¢in uyumlu dondr taramasi baslatilir.

Radyasyon tedavisi: Radyasyon tedavisinde radyasyon verilerek lenfoblastlarin

oldiirilmesi hedeflenmektedir.

Hedefe yonelik tedavi: Hedefe yonelik tedavide normal hiicrelere zarar
vermeden kanser hiicrelerini bulup ona saldiran ilaglar kullanilmaktadir. ALL'de
Philadelphia kromozomu (bcr/abl geni) varlig: tespit edilmesi durumunda tirozin kinaz
inhibitorleri (engelleyicileri) denilen bir grup ila¢ (imatinib, dasatinib veya nilotinib)

mevcut kemoterapilerin yani sira hedefe yonelik tedavi i¢in kullanilmaktadir.



2.2. Insan Biiyiik Doku Uygunluk Kompleksi
2.2.1. Insan Biiyiik Doku Uygunluk Kompleksi Antijenlerinin Ozellikleri

Insanlarda Biiyikk Doku Uygunluk Kompleksi (Major Histocompatibility
Complex; MHC) molekiilleri ilk kez 16kositlerde goriildiigii icin insan 16kosit antijenleri
olarak adlandirilmistir. MHC Sinif I molekiilleri tiim niikleuslu hiicrelerde bulunurken
MHC Smnif II molekiilleri ise makrofajlar, dendritik hiicreler ve B hiicrelerinde eksprese
olur (18,19). MHC molekiillerinin ifadesi yabanci bir antijen organizmaya girdiginde
aktif hale gecen dogal ve kazanilmig bagisiklik sisteminin interferon ve Timor
Nekrotizan Faktor (Tumor Necrosis Factor; TNF) gibi sitokinleri sayesinde belirgin
olarak artar (20). MHC Smf I ve MHC Smf II molekiilleri ekstraseliiler,
transmembrandz ve intraseliiler parcalardan olusan benzer yapilardir (19). Antijene
Ozgilinliigii cok ytliksek olan T hiicrelerine antijen sunumunu saglayan yiizey molekiilleri
MHC molekiilleridir (21). Antijen sunumunda belirleyiciligi olusturan T hiicre
reseptoriidiir. Yani farkli peptidler aynt MHC molekiiliine baglansa da yalnizca belirli

bir peptite 6zgiin olan T hiicre klonu aktive olup proliferasyon gosterir (18,21).

MHC molekiilleri kisinin kendi (self) antijenlerine reaksiyon olusturmaz.
Ciinkii; self antijenlere reaksiyon olusturabilecek T hiicreleri santral tolerans
asamasinda yok edilmistir. Kalan T hiicreleri ise periferde siki bir sekilde kontrol
altinda oldugu i¢in reaksiyon olusturmaz (18,22). Yabanci bir antijen viicuda girdiginde
ise artan MHC molekiillerinin ifadesi giiclii bir antijen sunumu ve 6zgiin bir T hiicre
yanitina neden olacaktir (23). Ayn1 zamanda 6zgiin antijen ve self MHC molekiiliiniin
varliginda T hiicresi antijeni taniyip reaksiyon olusturabilir.Yani MHC molekiiliiniin
organizmanin kendi MHC molekiilii olmas1 gerekir. Bu duruma self kisithlik (self
restriction) 6zelligi denir (24). MHC Simif 1 molekiilleri T hiicre koreseptorlerinden
CDS ile etkilesime girerek CD8+ sitotoksik T hiicre yanitini olugturur. MHC Simf II
molekiilleri de CD4 koreseptoriine baglanarak CD4+ yardimci T hiicre yanitinin

olusmasini saglar (25).
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Sekil 2-2: MHC sisteminin 6. kromozomdaki lokalizasyonu (26)

MHC ii¢ ana lokustan meydana gelir. Bunlar sentromerden telomere dogru

MHC Simf I, MHC Smuf Il ve MHC Sinif | lokuslaridir (Sekil 2-2) (26).

2.2.2. MHC Molekiillerinin Kanserdeki Rolii

Tiimor hiicrelerinin Urettigi timdr antijenleri immiin sistem tarafindan yabanci
proteinler olarak kabul edilir. Timor antijenleri MHC Sinif I molekiilleri ile CD8+ T
hiicrelerine sunulmak iizere Antijen Sunan Hiicre (Antigen Presenting Cell; APC)
tarafindan yakalanir ve islenir. Bu sekilde tiimor hiicrelerine karsi bir sitotoksik
reaksiyon baglamig olur. Ancak tiimOr antijenleri yabanci antijenler olsa da self
antijenlerden koken aldiklar1 i¢in yapica onlara benzer ve immiin yamiti ¢ok iyi
uyaramazlar. Ayni zamanda tiimor hiicrelerinde zamanla MHC ekspresyonlarinin

baskilandig1 goriilmiistiir. Boylelikle tiimor antijenleri immiin sistemden saklanabilir

7).

2.3. HLA NomenKklatiir

MHC ilk kez 1937 yilinda farelerdeki transplantasyon c¢aligmalariyla
kesfedilirken tirtinleri olan molekiiller 1958 yilinda tanimlanmistir (28,29). MHC,
insanlarda l16kositlerin yiizeyinde kesfedilmis ve kullanilan HLA terimi, Human-1 (HU-
1) ile Lokosit Antijen (Leukocyte Antigen; LA) olarak ortaya atilan terimlerin
birlesmesiyle ortaya ¢ikmistir (30).



HLA sisteminin nomenklatiiri  WHO’nun denetiminde HLA nomenklatiir
komitesi tarafindan diizenlenmektedir. Bu komiteye gore ii¢ ana gruba ayrilan bu
bolgede HLA Sinif | (HLA-A, -B, -C, -E, -F, -G), HLA Smif Il (HLA-DR, -DP, -DQ, -
DO, -DN) ve HLA Smif Ill (C2, C4A, C4B, PF, TNF-0,B) antijenleri yer almaktadir
(32).

Kisilerin HLA  genotipleri parental olarak kalitilan iki  haplotip
kombinasyonundan olusur. Dolayisiyla HLA gen sistemi, oldukga farkli polimorfik bir
yap1 ortaya koyar. Bir¢ok bireyin HLA lokusundaki alelleri heterozigottur ve parental
HLA haplotiplerinin kodladigi HLA antijenleri kodominant kalitim gosterir. Bundan
dolayi1 HLA bakimindan heterozigot olan bireyler, her lokustaki genler tarafindan
kodlanan iki farkli antijene sahip olmaktadirlar. HLA genlerinin parental kalitimi ve
HLA gen sistemindeki polimorfik yap1 kan kok hiicre nakillerinde, hasta ve verici doku
uyumu agisindan biiyiik 6nem arz etmektedir (32). Kan kok hiicre nakillerinde hastanin
HLA haplotipleri arasindaki baglanti esitsizligi gii¢lii ise HLA uyumlu verici bulabilme
olasihig yiiksektir. HLA uyumlu akraba i¢i ve kardes adaylardan allojenik kan kok
hiicre nakli yapilabilirlik sans1 daha yiiksektir. HLA uyumlu kardesten yapilan
nakillerde Graft Versus Host Hastaligi (GVHH) goriilme sikligi akraba disi vericiden
gergeklestirilen nakillere gore daha diigiik oldugu gozlenmistir (33). HLA biriminin

adlandirilmasinda asagidaki nomenklatiir kullanilmaktadir (Sekil 2-3).

l Kodlama dis: mutasyonu olan alel

HLA- A* 02: 101: 01: 02N

(I O A A

HLAGnek  Lokus Alel Spesifit HLA  Sessiz mutasyonlu Null alel

proteini alel

Sekil 2-3: HLA nomenklatiir
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2.4. HLA-DRB4 (HLA-DR53) Haplotipleri

HLA Sinif Il gen bdlgesine ait HLA-DR grubundan HLA-DRB1*04, HLA-
DRB1*07 ya da HLA-DRB1*09 alellerini tasiyan bireyler HLA-DRB4 (HLA-DR53)
haplotipini tasirlar (1). HLA-DRB1 tarafindan kodlanan 6zel HLA-DR antijenlerine
gore HLA-DRB4 daha diisiik seviyede ifade edilmektedir (34,35). HLA-DRB4
promotor polimorfizmi bu lokusun farkli ekspresyonu ile iliskilidir ve bu mesajci1 (m)
RNA {iretim asamasinda ortaya ¢ikmaktadir (36). HLA-DRB1*03, HLA-DRB1*11,
HLA-DRB1*12, HLA-DRB1*13 ve HLA-DRB1*14 alellerini tasiyan bireyler HLA-
DRB3 (HLA-DR52) haplotipini; HLA-DRB1*15 ve HLA-DRB1*16 alellerini tasiyan
bireyler HLA-DRB5 (HLA-DRS51) haplotipini tasirlar (Sekil 2-4). HLA-DRB3 genleri
daha yiiksek transkripsiyonel aktivite gostermektedir (34,37).

DRBI DRB6 DRB9
OR1 Haplotip —L_ 1 B
P' P DRI, DR10, (DR15)
DRBI DRB6 DRBS DRB9
oRs1 Haplotip —L_______ |- o
DRIS, DRI6, (DR1)
DRBI1 DRB2 DRB3 DRB9
ORS2Haplotp [ | -] o= e
DR3, DR11, DRI2, DR13,
DR14
DRBI DRB7 DRBS DRB4 DRB9
PR ] e | G
DR4, DR7, DR9
DRBI DRB9
ORB Haplotip —{ | ]

DRS
Sekil 2-4: insan HLA-DR gruplarimin sematik ¢izimi

Acik kutular aktif genleri, boyal1 kutular psddogenleri ifade eder.

https://basicmedicalkey.com/molecular-hla-typing/

HLA-DR53 antijenini kodlayan HLA-DRB4 geni sadece HLA-DRB1*04, HLA-
DRB1*07 ve HLA-DRB1*09 haplotiplerinde vardir. HLA-DRB4 genindeki alelik
farkliliklar hem ekzon 2 (beta 1 domen) hem de ekzon 3 (beta 2 domen) ile alakalidir.
HLA-DRB4*01 alelik serisine iliskin tablo su sekildedir (Tablo 2-1).



Tablo 2-1: HLA-DRB4 alellerinin serolojik ekivalentleri (9)
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DRB4*01

DRB4*0101101 [DR53]

DRB4*0102 [DR53]

DRB4*0103101 [DR53]

DRB4*0103102N [null]

DRB4*01032 [DR53] [hiicre hattt W778R]

DRB4*01033 [ekivalenti DRB4*0103101]

DRB4*0104 [serolojik ekivalenti taniml degil]

DRB4*0105 [DR53]

DRB4*02

DRB4*0201N [null]

DRB4*03

DRB4*0301N [null]

Ug ana alelden DRB4*0101101 ana aleli MOU-MANN, LKT3, LBUF-LBF,

BSM ve PRIESS hiicre hatlarinda, DRB4*0102 CML hiicre hattinda, DRB4*0103101

BOLETH, JHAF, DKB ve SUD hiicre hatlarinda gézlenmistir ve bir aminoasit yer
degistirmesi ile farklilik gostermektedir. DRB4*0102 beta 1 domeninin 76. kodonunda,

DRB4*0103101 beta 2 domeninin 135. kodonunda digerlerinden farklilik gosterir.

DRB4*0104 ve DRB4*0105 ender alelleri de gozlenmistir (38,39). DBB ve 12762
hiicre hatlarinda gozlenen DRB4*0103102N, GNO16 hiicre hattinda gozlenen
DRB4*0201N ve GNO17 hiicre hattinda gézlenen DRB4*0301N eksprese olmayan null

alellerdir (38,40, 41,42).



http://www3.ebi.ac.uk/Services/imgt/hla/cgi-bin/get_allele.cgi?DRB4*01011
http://www3.ebi.ac.uk/Services/imgt/hla/cgi-bin/get_allele.cgi?DRB4*0102
http://www3.ebi.ac.uk/Services/imgt/hla/cgi-bin/get_allele.cgi?DRB4*0103101
http://www3.ebi.ac.uk/Services/imgt/hla/cgi-bin/get_allele.cgi?DRB4*0103102N
http://www3.ebi.ac.uk/Services/imgt/hla/cgi-bin/get_allele.cgi?DRB4*01033
http://www3.ebi.ac.uk/Services/imgt/hla/cgi-bin/get_allele.cgi?DRB4*0104
http://www3.ebi.ac.uk/Services/imgt/hla/cgi-bin/get_allele.cgi?DRB4*0105
http://www3.ebi.ac.uk/Services/imgt/hla/cgi-bin/get_allele.cgi?DRB4*0201N
http://www3.ebi.ac.uk/Services/imgt/hla/cgi-bin/get_allele.cgi?DRB4*0301N
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Tablo 2-2: Ortak HLA-DRB4 haplotipleri (9)

Atasal B/DRB1/DQB1 DRB4 Bw4/6 BF TNFB HSPA1B Sikhik (%)
Haplotip
44.1 44/0401/0301 0101 4 S 1 183 5.1
44.2 44/07/0201 0101 4 F 2 183 3.9
57.1 57/07/03032 0103102N 4 S 2 183 27
60.1 60/0404/0302 0101 6 S 2 - 2.6
64.1 64/07/0201 0101 6 S 2 - 1.7
62.1 62/0401/0302 0101/0103 6 S 2 183 15
(B62.X)
62.2 62/0401/0302 0103 6 S 2 183
62.4 62/0401/0302 0103 6 S 2 183
131 13/07/0201 0101 4 S 2 188 1.0
38.1 38/0402/0302 0101 4 S 2 183 <05
47.1 47/07/0201 0101 4 F 2 183 <05
50.1 50/07/0201 0101 6 S 1 - <05
51.1 51/0404/0301 0103 4 F 2 183 <05
(DKB) 40/0901/0303 0103 6 S 2 183 <05

HLA-DRB1 ve HLA-DRB4 haplotiplerinde yiiksek derecede farklilik vardir
(43). Yukaridaki tabloda goriildiigii gibi iki genin farkli evrimsel tarihe sahip olmasi
sagirtict degildir (Tablo 2-2). Baz1 HLA-DRB1 alelleri bir HLA-DRB4 alellinden daha
fazlasiyla iliskilidir. Kafkaslarda ve romatoid artiritli diger hastalarda ortak HLA-DRB4
aleli HLA-DRB4*0103tiir (44).

HLA-DRB1*04, HLA-DRB1*07 ve/veya HLA-DRB1*09 alellerini tasiyan
HLA-DRB4 haplotiplerinde ekstra DNA tasindigi gosterilmistir (45,46). Sanger Centre
tarafindan yapilan HLA-DRS53 haplotip dizilemesi ve son zamanlardaki caligmalarla
HLA-DRB4 bolgesinde HLA-DRA ve HLA-DQAT1 arasinda heniiz biyolojik rolleri tam
olarak tanimlanamamis PRKRAP1, FAM8ASP, LOC100294188, LOC100507714 isimli
dort psodogen tanimlanmistir. Baska bir ¢alismada HLA kompleksindeki psédogenlerin
yiizde 70 oranla yiiksek transkripsiyon oranina sahip oldugu HLA-DRBS5 ailesine ait


http://www.ebi.ac.uk/cgi-bin/imgt/hla/fetch_cell.cgi?10503
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/731716
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/114181
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/100294188
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/100507714

13

PGF lenfoblastoid hiicre hattinda gozlenmistir. Bu ¢alismadan elde edilen sonuca gore
HLA-DRB4 ailesine ait spesifik psddogenlerin de transkribe olabilecegi iizerinde
distintilmektedir (10,11,12,47,48).

HLA-DR53 molekiilii, benzersiz bir peptid baglama motifine sahiptir ve
ozellikle smif I peptit sunum yolunda yer alan bir otoantijen calreticulin 'p278-292', L-
plastin 'p581-595', gliadin, bir melanosit antijeni gp100 ve bir kanser antijeni 'NY-ESO-
1' gibi peptitleri baglar (49,50).

Tiirkiye’de yapilan yeni dogan populasyonu iizerindeki ¢alismada saglikli yeni
dogan erkek populasyonunda HLA-DRB4 homozigotluk sikligmin kiz yeni dogan
populasyonuna oranla yiiksek oldugu goriilmiistiir (51). HLA-DR haplotipleriyle iliskili
yapilan bir ¢calismada, HLA-DRB4 belirte¢ sikliginin ¢ocukluk ¢agi ALL’sinde erkege
spesifik olarak yiiksek oranda oldugu gozlenmistir (2). Aymi zamanda bagska bir
calismada da HLA-DR53 kodlayan HLA-DRB4*01 homozigot sikligiin da ¢ocukluk
cag1 ALL’sinde erkek hastalarda yiliksek oranda anlamli oldugu goriilmiistiir (3). HLA-
DRB4 belirte¢ veya homozigot sikligimin ¢ocukluk ¢agi ALL’sinde erkekler igin risk
faktorii oldugu diistiniilmektedir.

2.5. HLA DRB4 (HLA-DR53) Haplotip Belirteci rs2395185

SNP rs2395185 [Guanin(G)/T], HLA-DR alt gruplarinin intergenik bolgesinde
bulunur ve T alel varyanti ile HLA-DRB4 haplotiplerinin belirtecidir (Sekil 2-5). Ender
olarak HLA-DRB1*01:02 haplotiplerinin de T varyantin1 tagidiklar goriilmiistiir (1).
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u
[+
-l

HLA- o HA- HLA- HLA-

DRA 0 DRB1 DOA1 DQB1
= DR1

I DR10 I I

—> T I DR1/DR10

G

DR15
] I l I DR16 I I DRB5/DR51

— (DRB1-DRB5)
DR3,
DR11,12
I I_I IDRH;H I I DRB3/DR52
DRE2 DRB3 O (DRB1-DRB3)
DR4

l_ u _I gg u DRB4/DR53
T

DRB7 DRBA (DRB1-DRB4)

Sekil 2-5: rs2395185'in sematik gosterimi (1)

2.6. Interferon Indiikleyici Cift Zincirli RNA Baglayan Protein Kinaz A, PRKRA

2.6.1. HLA Kompleksi DR Alt Bolgesinde Cift Zincirli RNA Baglayan Gen
Lokalizasyonunun Analizi

1998 yilinda Chida ve arkadaslarinin HLA-DRB4 genini, HLA-DRB7 ve HLA-
DRBS8 psodogenini gosterdikleri PAC klonu HS265J14’tin 5218 ve 9218 numarali
niikleotit dizi pozisyonlart arasindaki bolgenin, Xlrbp geni ve HIV-1 TAR RNA’sini
baglayan TRBP geninin dizileri ile yiiksek benzerlik gosterdigi saptanmistir (Sekil 2-6)
(10).
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8. Chida et al. | Gene 240 ( 1999) [25-132

DRB7¥ DRBS ¥ DRB4*0103

Hs265514 || |

- 5218
- 9218

9218 7789 TSIZS 6662 5218
Met

G,
ESTs

Sekil 2-6: PAC HS265J14 ve muhtemel cift zincirli RNA baglayan proteini kodlayan
bolgenin biiyiitiilmiis hali (10)

Acik ve noktali kutuyla gosterilen agik okuma cergevesindeki ilk Metionin kodonu Met olarak gdsterilmistir.
Sekildeki noktali kutu Xlrbp ve TRBP’ye homolog bolgedir ve bu bolgenin dizisi, ¢ok fazla ESTs (expressed
sequence Tags) denilen anlatim yapan dizilerle anlamlt dizi homolojisi gosterir. Sekildeki dikey numaralandirmalar

PAC HS265J14 klonundaki numaralandirma temelli niikleotit pozisyonlarini ifade eder.

PAC HS265J14 klonlarinda kesfedilen yeni protein kodlamasi beklenen
bolgenin insan HLA-DR alt gruplarindaki niikleotit dizisi ile %98,4 eslenik oldugu
goriilmiistiir. Sonrasinda HLA-DR gruplarinda tanimlanan ve ¢ift zincirli RNA
baglayan protein kodladigi 6nerilen genin ismi hsRBP iken HUGO ve Human Gene
Nomenclature Committe’sinin Onerileri ile PRKRA olarak degistirilmistir (10,11).
HsRBP, XIrbp ve TRBP genleri ile homoloji gosterdigi gibi ¢ift zincirli RNA baglayan
PKR aktivatorii protein geni PACT ile %98,4 niikleotit seviyesinde ve %99 aminoasit
seviyesinde esleniktir. Dizileme ¢alismalar1 sonucu HSRBP, hem PAC klonlarinda hem
de insan DR alt bolgesinde intron dizisi tagimadigi i¢in psddogen olarak diisiiniilniis ve

HLA Sinif 11 bolgesinde aktif olmayan bir gen kalintis1 oldugu ileri siiriilmiistiir (10).

2.6.2. HLA Sinif II Bolgesinde PRKRA Geninin Haplotipe Spesifik Kodlanmasi
Yapilan bir calismada saglikli bireylerden alinan periferal kan orneklerinin
lenfositleri kullanilarak DRB1 lokusuna yonelik PZR ¢alismasi yapilmigtir. PZR sonucu

DRBL1 alelleri agisindan homozigot hiicre hatlar1 belirlenmistir. Belirlenen homozigot
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hiicre hatlarinda PRKRA genine 6zgii yapilan PZR ve %1’lik agaroz jel elektroferezi

goriintiileme yontemleri sonucu PRKRA geninin HLA-DR53 grubuna spefisifik oldugu

tespit edilmistir (Tablo 2-3) (Sekil 2-7) (11).

Tablo 2-3: HLA-DRBI1 lokusu homozigot hiicre hatlar (11)

Hiicre Hatt1 DRB1 DR Grup
SA *0101 DR1
JESTOM *0101 DR1
HOM-2 *0101 DR1
SCHU *1501 DR51
TOKUNAGA *1502 DR51
HOR *0301 DR52
STEINLIN *0301 DR52
VAVY *0301 DR52
BOLETH *0401 DR53
BSM *0401 DR53
AWELLES *0401 DR53
MLF *0401 DR53
MOU *0701 DR53
PITOUT *0701 DR53
BM9 *0801 DR8
OLGA *08022 DR8
TAB089 *0801 DR8




A Mlﬂ Stop
A e S e g R
hr7L hr7R
S O9%kb e
hr2L hrExpR
b~ A— 12kb P
hréL hr3R
3
B = z 8 Z
> P - f 2 - - Z
[+ d : ‘ ~ ' m 5
n o R Z CEC <5 4 s 2
«+ 82028 - 28E2¢2z23¢F %5 ¢
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Sekil 2-7: PRKRA geninin PZR ile tespiti (11)

A: Homozigot hiicre hatlarinda PRKRA genini ¢ogaltmak igin {i¢ set primer ile PZR gerceklestirilmistir. (Met:

Metionin kodonu, Stop: Stop kodonu)

B: M, 1 kb’lik DNA ladder marker olarak gosterilmistir. %1°lik agaroz jel elektroferezinde etidyum bromid ile

sadece HLA-DR53 grubuna ait PZR iiriinleri goriintiilenebilmistir.
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PRKRA geninin pozisyonu Sekil 2-8’de verilmistir.

DR53 Grup -“"E‘ UKB?E DRBSy DRB4 DRESy
DR, 7.9 +

FRERA

DREIL DRE6y DRE Sy
DR Grup

(DEL 0 103

DREI DR ESy
DR8 Grup

(F¥RE)

DRE DRB& DEBS DR By
DR51 Grup . o

(DELE, 1§)

KB DREB2 DRB3 DRBS
DR52 Grup — ¥ \

(RS, 11,
1% 13,14,
1403, 140

Sekil 2-8: PRKRA geninin pozisyonu (11)

Her DR grubunun genom organizasyonunun sematik ¢izimi. Boyali ve ¢izgili kutular sirasiyla fonksiyonel genleri ve

psodogenleri ifade eder. DR53 grubuna spesifik olan PRKRA niikleotit dizisinin pozisyonu okla gosterilmistir.

2.6.3. PRKRA Geninin Molekiiler Yapisi ve Ozellikleri

HLA-DR haplotipleri tiplendirilmis saglikli bireylerle yapilan bir ¢alismada,
PRKRA geni prob olarak kullanilarak gergeklestirilen FISH ve sekans caligmalari
sonucu PRKRA geninin 6. kromozomda tasindigi, DRB4 tasiyan haplotiplere 6zgii
oldugu ve hig intron tasimadigi belirlenmistir. 6. kromozomda DRB4 haplotiplerine
spesifik olan PRKRA geni intron dizisi olmadigi i¢in psddogen olarak onerilip
PRKRAP1 olarak adlandirilmistir.Biitiin  haplotiplerde 2¢31.2-q32.1 kromozmunda
goriilen sinyal ve ardindan gelen sekans calismalar1 PRKRAP1 psddogeninin ana

kopyasinin 2. kromozomda oldugunu ve 8 ekzon, 7 intron igerdigini gdstermistir (Sekil
2-9) (Sekil 2-10) (11).



Zq31.2-q32.1

6p21.3

Sekil 2-9: PRKRA geninin FISH profili (11)
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HLA-DRB1*0405 haplotipini homozigot tasiyan saglikli bir bireyin periferal kan 6rnegi kullanilarak hazirlanan

PRKRA geninin FISH profillerinde hem 2. kromozomda hem de 6. kromozomda sinyal goriilmiistiir.

MW N wn oN Wt wo o n - o
A N oM ~o A &0 a0 o m - ©
rNn O® -0 00 oo oo o~ © =3
[ ] - - e OO © © N~ © ®
nwnonan nn nin we “ - - - ™ ~
RP11-65L3 :le} &) s ) ]7| ] 8 [

HS265J147- 1
cecerreTesl £
—

intron

intron

intron

intron

intron

intron

intron

=

NERIIR0E ;
2 |AAAAAAAAACAAACCCTTCTC
—
ACCTTCACGgtcagcgt .. . . ... .. ttttgcagTTTGGGGA
CTGCACAGgtctgtat........ taattcagCGTGAAGGT
AGTATTTGgtgagcta. ... .... atatttagCTTTGCAG

CATTACAGgtaagttg ttttatagGAATTGGC

GGAAACTGgtacttat........ ttgttcagCGAAAGGGG
TTTCTTTAgtgagtaa........ tttttcagACAAATGT
GGATATAGgtatgatt........ cattacagATGAACTG

Sekil 2-10: PRKRA geni ve psdodogeninin ekzon-intron baglantilar1 (11)
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A: RP11-65L3 ve HS265J14 klonunda sirastyla PRKRA geni ve PRKRA psddogeni gosterilmistir. Numarali kutular
ekzonlari ifade ederken dikey numaralandirmalar niikleotit pozisyonlarini ifade eder. (A: Adenin C: Sitozin T:Timin
G:Guanin)

B: PRKRA geninin ekzon-intron baglantilarinda niikleotit dizisi gosterilmistir. Biiylik harfler ekzon dizilerini
gosterirken kiigiik harfler gosterilen intron dizilerinde alt1 ¢izili olarak GT-AG roliiniin izlendigi goriilmistiir. (A,a:

Adenin C,c: Sitozin T,t:Timin G,g:Guanin)

Apoptoz, kalict Endoplazmik Retikulum (ER) stresi ve viriis enfeksiyonu gibi
ekstraselliiler ve intraselliiler uyarilarin kombinasyonu ile tetiklenmis hiicre 6limiidiir
(52,53). PKR interferon aracili antiviral immiin yanitin major faktorii olarak apoptoz,
hiicre biiytimesi, hiicre farklilagmasi, antiviral immiin yanit ve hiicresel sinyal iletiminde
rol oynar (54,55,56). PRKRA, PACT ya da RAX (PKR aracili protein X) olarak da
adlandirilan PKR aktivator proteinidir ve ER stresi ya da viriisle uyarilmis yolaklardaki

hiicrelerin adaptasyonunu diizenleyen koruyucu bir proteindir (57,58).

Viral gen translasyonu ile ¢ift zincirli RNA olmasi durumunda PKR
fosforillenerek PKR aktivasyonu olur ve aktivasyon traskripsiyon faktorii elf2a’nin

fosforilasyonuna, elf2a’nin fosforilasyonu da translasyon inhibisyonuna ve apoptoz

indiiksiyonuna yol agar (Sekil 2-11) (59, 60, 61).

inaktif PKR-viral gen

Aktif PKR-viral gen translasyonu engellenir
translasy

onu

—
Protein sentezi
inhibisyonu

|

v

Protein sentezi ve litik
enfeksiyon ICP34.5

Sekil 2-11: PKR yolagi

https://www.researchgate.net/figure/Oncolytic-mechanism-of-Herpes-Simplex-Virus-Viral-RNA-activates-the-double-
stranded-RNA_figl_230686324


https://www.researchgate.net/figure/Oncolytic-mechanism-of-Herpes-Simplex-Virus-Viral-RNA-activates-the-double-stranded-RNA_fig1_230686324
https://www.researchgate.net/figure/Oncolytic-mechanism-of-Herpes-Simplex-Virus-Viral-RNA-activates-the-double-stranded-RNA_fig1_230686324
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PRKRA’nin ii¢ domeni vardir. 1k iki domeni ¢ift zincirli RNA baglar (62,63);
fakat bu yapt PKR aktivasyonu i¢in yeterli degildir. PRKRA’nin {igiinci domeni
PKR’nin C terminal domenine direk baglanarak PRKRA nin ¢ift zincirli RNA baglamis
diger iki domeninin de PKR’ye baglanmasini kolaylastirarak PKR aktivasyonunu
tetikler (64,65). ER stresi de PRKRA aracili PKR aktivasyou ile elF2a/ATF4/CHOP
(Eukaryotic Initiation Factor 2a/Activating Transcription Factor 4/CCAAT-Enhancer-
Binding Protein Homologous) aracili apoptatik 6lim yolagina neden olur (66,67).
Yapilan bir ¢alismada ot sazan1 (Ctenopharyngodon idella) PRKRA promotor bolgesine
in vitroda ot sazani interferon regiile edici faktor (CiIRF2) ve ot sazani transkripsiyon
aktiflestirici 4 (CiATF4)‘lin yiliksek afinite ile baglandig; fakat in vivo’da CilRF2 ve
CiATF4’lin CiPRKRA’smnin promotdr aktivitesini ve transkripsiyon seviyesini azalttigi

goriilmiustiir (68).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Cahismanin Kurgusu

Hasta ve Kontrol Multiple PZR

Hasta ve Kontrol e ..
.. o Grubunda PRKRA Urinlerinin Jel
Grubu Orneklerini EI -
Toplama Genine Spesifik N il
Multiple PZR e
), \ Gorilntidlenmesi

)

AN v N 1/ . )

. N Ve N

Hasta ve Kontrol

Sonuglarin Grubunda SNP

Degerlendirilmesi — rs2395185'in Gergek
Zamanli PZR lle
\ Saptanmasi

N Y, N )

Sekil 3-1: Calismanin kurgusu

3.2. Hasta ve Kontrol Grubu

2008 ve 2015 yillar arasinda Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Tibbi
Biyoloji Anabilim Dali Doku Tipleme Laboratuvarlarinda PZR-Sequence Specific
Primer (SSP) yontemiyle diisikk ¢oziiniirliik seviyesinde HLA-DRB1/3/4/5 lokuslari
tiplendirilmis, DNA’s1 yeterli miktarda olan ve ailelerinden katilimci onay1 alinan 17
yas ve altt ALL’li 60 ¢ocuk hasta ¢alismaya alinmistir. Calismamizda kontrol grubu i¢in
Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali Doku Tipleme
Laboratuvarlarinda PZR-Sequence Specific Primer (SSP) yontemiyle diisiik ¢6ziiniirliik
seviyesinde HLA-DRB1/3/4/5 lokuslar1 tiplendirilmis ve katilimci onay1 alinan 18 yas

ve iistii 40 goniillii verici se¢ilmistir.
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3.3. Multiple PZR ve Agaroz Jel Elektroferezi
3.3.1. Multiple PZR

3.3.1.1. Oligoniikleotit Sentezi

6. kromozomdaki PRKRA genine spesifik her6l (5°-
TTGGTTCATTACAGGAATTGG-3) ve her3r (5-CAAAGAAGAGCTTAAGCACC-
3’) oligoniikleotitleri siparis edilmistir. her6l ve her3r asil primerleri kullanilarak 6.

kromozomdaki 1.2 kb’lik bir bélgenin multiple PZR ile ¢ogaltilmasi hedeflenmistir.

Calismamizda PRKRA geni ile birlikte internal kontrol (TAPA) dizisinin
cogaltilmasi1 hedeflenerek PZR isleminin gerceklesip gerceklesmedigi test edilmek
istenmistir. Bu nedenle internal kontroliin 5’-TCATGCCCCTCCCAACCC-3’ ve 5’-
CCCACCCTCTACCCCTG-3’ primerleri de asil primerlerle birlikte satin alinmistir.

3.3.1.2. Kullanilan Cihazlar ve Plastik Malzemeler
e Otomatik pipet (10, 100 ve 1000 pl’lik) (Eppendorf)
e Otomatik pipet ucu (10, 100 ve 1000 pl’lik)
e 96 kuyucuklu ependorf PZR tabagi
e 0,2 ml’lik PZR tiipleri
e Buzdolab1 (+40 °C) (Regal)
e Vorteks (Heidolp)

e Thermal dongii cihaz1 (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific)

3.3.1.3. Multiple PZR Reaksiyon Soliisyonu Hazirlama
Her bir 6rnek i¢in otomatik pipetler ve uglar1 yardimiyla 0,2 ml’lik ependorf
tiiplerinde 25ul’lik reaksiyon soliisyonu hazirlanmistir. Reaksiyon soliisyonu igerigi

asagidadir:

e Deoksiniikleosid trifosfat (ANTP), MgCI2 ve stabilizator igeren 8 ul master mix
1 pl her6l primer (13,33 uM),

e | pl her3r primer (13,33 uM),

e 0,5 ul TAPA sense primer (20 uM),

e 0.5 ul TAPA antisense primer (20 uM),
e | ul Taq polimeraz (FastStart™ Taq DNA Polymerase),
e 2ul hedef DNA 6rnegi (20-60 ng),
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11 pl riboniikleaz (RNaz) serbest su.

3.3.1.4. Termal Dongii

Thermal dongii cihazi olarak Thermo Fisher Scientific tarafindan sunulan Applied

Biosystems kullanilmistir. Thermal dongii cihazinin profili asagidadir:

96 °C’de 10 dk denatiirasyon,

35 dongii stiren ampflikasyon i¢in 96 °C’de 30 sh denatiirasyon, 59 °C’de 30 sn
baglanma, 72 °C’de 2.3 dk uzama,

72 °C’de 5 dk final uzama.

3.3.2. Agaroz Jel Elektroferezi

3.3.2.1. Kullanilan Cihazlar, Plastik ve Cam Malzemeler

Otomatik pipet (10, 100 ve 1000 pl’lik) (Eppendorf)

Otomatik pipet ucu (10, 100 ve 1000 pl’lik)

Aliiminyum folyo

Jel elektroferez goriintiileme cihazi (Vilber Lourmat, PRIZMA ve SONY)
Jel elektroferez tanki (Cleaver Scientific LTD.)

Tart1 (Sartorius)

Erlen

Mikrodalga firin (Beko)

5 mI’lik cam pipet (ISOLAB)

3.3.2.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

TBE [Tris-borate-EDTA (etilen diaminetraasetik asit)] buffer (10X TBE Buffer,
Liquid, MULTICELL)

Agaroz (Lonza)

Etidyum bromid (Olerup SSP AB Lot No: 89v)

Distile su

Yikleme buffer1
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3.3.2.3. Agaroz Jel Elektroferezi Hazirlama ve Goriintiileme

1,5 gr olarak tartilmis agaroz, erlende Sml’lik TBE soliisyonu ve distile su ilavesi

ile 100 ml’ye tamamlanir. Kaynatilmis sollisyon 1lik hale 1 damla Etidyum Bromid

ilavesi ile kanistirilarak agaroz jel elektoferez tankina dokiiliir.

Multiple PZR DNA iiriinleri yiikleme buffer1 karisimi ile boyanmis olarak agaroz

jel elektroferez tankinda 15 dk 170 Volt altinda yiritiiliir. Jel elektroferezi Ultraviyole

(UV) 151k altinda goriintiilenir.

3.4. Ger¢ek Zamanh PZR

3.4.1. Ger¢ek Zamanh PZR Kit Icerigi

Caligmamizda rs2395185 SNP’nin saptanmasi i¢in gerekli kit Primerdesign

tarafindan sunulan Genesig’ten saglanmistir. Gergek zamanli PZR kit igerigi asagidadir:

ROX ve VIC isaretli rs2395185 genotipleme primer/prob mix
Yabanil tip pozitif kontrol sablonu
Varyant tip pozitif kontrol sablonu

Primer/prob mix resiispansiyonu igin RNaz/Deoksiriboniikleaz (DNaz) serbest

Su

Pozitif kontrol sablonu resiispansiyonu i¢in sablon hazirlama buffer

Precision® FAST 2X Kantitatif (Quantitative; Q) PZR master mix

3.4.2. Kullanilan Cihazlar ve Plastik Malzemeler

VIC ve ROX kanallar1 araciligiyla floresan okuyabilen gercek zamanli PZR
cihaz1 (Rotor Gene Q, Qiagen)

Otomatik pipet (10, 100 ve 1000 pl’lik) (Eppendorf)
Otomatik pipet ucu (10, 100 ve 1000 pl’lik)

Vorteks (Heidolp)

Spin cihazi (Multi-Spin, Bioasan)

Ince duvarli 1.5 ml PZR reaksiyon tiipleri

0,1 mI’lik gercek zamanli PZR cihazi tiipleri

Gergek zamanli PZR tiipleri tabag1 soguk tanki
Buzdolabi (+40 °C) (Regal)

Spektrofotometre (Thermo Scientific, Nanodrop 2000)
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3.4.3. Gercek Zamanh PZR Protokolii
3.4.3.1. Resiispansiyon Protokolii
1- Liyofilize edilmis primer ve prob mixlerinin dokiilmemesi i¢in agmadan dnce her tiip

yiiksek devirde kisa siirede santrifiij edilir.
2- Asagidaki tabloya gore RNaz/DNaz serbest suda primer/prob mixi siispanse edilir.

Yeniden siispansiyonu tamamlamak ig¢in tiip iyice vortekslenir (Tablo 3-1).

Tablo 3-1: Suda resiispansiyon

Komponent - Suda Resiispansiyon Hacim

pre-PZR paketi

rs2395185 primer/prob mix 55 w

3- Asagidaki tabloya gore, sablon hazirlama bufferinda pozitif kontrol sablonlari
stispanse edilir. Yeniden siispansiyonu tamamlamak igin tiipler iyice vortekslenir (Tablo

3-2).

Tablo 3-2: Sablon hazirlama bufferinda resiispansiyon

Komponent-Sablon Hazirlama Bufferinda Resiispansiyon Hacim
Post-PZR 1s1 yaliimli folyo

Yabanil tip pozitif kontrol sablonu * 500 1
Varyant tip pozitif kontrol sablonu * 500 w1

*Bu bilesen, yiiksek kopya numarasi sablonu igerir ve ¢gok 6nemli bir kontaminasyon riskidir. Diger bilesenlerden

ayr1 bir laboratuvar ortaminda agilmali ve kullanilmahdir.

3.4.3.2. Gercek Zamanh PZR Saptama Protokolii
1- Asagidaki tabloya goére her bir primer/prob mixi i¢in tamamlayict genotipleme
reaksiyonu karigimi hazirlanir. Tiim rnekler, pozitif ve negatif kontroller i¢in yeterli

reaksiyonlart igerir (Tablo 3-3).
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Tablo 3-3: Komponent igerigi

Komponent Hacim
Precision® FAST2X Q-PZR master mix 10 p1
rs2395185 primer/prob mix 1w
RNaz/DNaz serbest su 4w
Final Hacim 15w

2- Her bir Q-PZR deney plate kuyusuna hazirlanan bu karisimdan 15 pl eklenir.

3- Her 6rnek i¢in DNA sablonlar1 hazirlanir.

4- Her bir Q-PZR deney plate kuyusuna 5 ul DNA 6rnegi eklenir. Giiglii bir sinyal elde
etmek igin, Onerilen DNA konsantrasyonu 0.2-2ng/ul (toplamda 1-10ng) ve ideal
toplami1 5 ng olandir. Her oyuktaki son hacim 20 pl'dir.

5- Negatif kontrol kuyusu i¢cin DNA yerine 5ul RNaz/DNaz serbest su, yabanil tip
kontrol kuyusu i¢in DNA yerine 5 ul yabanil tip pozitif kontrol sablonu ve varyant tip
kontrol kuyusu i¢in DNA yerine 5 ul varyant tip pozitif kontrol sablonu ile final hacim
20 pl'ye tamamlanir. Resiispanse edilmis pozitif kontrol sablonlar1 1-5 ng DNA
ornekleri i¢in 1:250 oraninda diliisyon faktorii ile sulandirilarak kullanilmalidir. Sablon
hazirlama tamponunda pozitif kontrol DNA's1 seyreltilir. Pozitif kontrol DNA's1 i¢in
kopya sayisinin her bir reaksiyona ilave edilen 6rnek DNA miktariyla eslesmesi

onemlidir. Pozitif kontrol DNA's1 asagidaki tabloya gore seyreltilmelidir (Tablo 3-4).

Tablo 3-4: Pozitif kontrol diliisyon faktorii

Ornek DNA Pozitif Kontrol Diliisyon Faktorii
10ng 1:25
5ng 1:50

1ng 1:250
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3.4.3.3. Gercek Zamanh PZR Amplifikasyon Protokolii
Gergek zamanli PZR amplifikasyon protokolii Tablo 3-5’te verilmistir.

Tablo 3-5: Precision FAST2X Q-PZR master mix icin protokol

Adim Zaman Sicakhik
Enzim Aktivasyonu 2 dk 95°C
Dongiix10 Denatiirasyon 10 sn 95 °C
Uzama 60 sn 60 °C
Dongiix50 Denatiirasyon 10 sn 95 °C
Uzama (DATA TOPLAMA) * 60 sn 68 °C

*Bu asamada ROX ve VIC kanallar araciligiyla florojenik veriler toplanmalidir.

3.4.4. Souglarin Yorumlamasi

Yabanil tip prob, ROX kanali boyunca okunacak sekilde etiketlenirken, varyant
prob VIC kanali tizerinden okunacak sekilde etiketlenir. Yabanil tip sekanslarda, ROX
kanali giiglii bir amplifikasyon grafigi verirken VIC kanalinin ¢ok diisiik saptama
vermesi ya da hi¢ saptamama vermemesi beklenir. Heterozigot 6rnekler, hem ROX hem
de VIC kanallar1 aracilifiyla sinyal verecektir. Her bir numunenin genotipi, iki kanal

arasindaki sinyallerin oran1 karsilagtirilarak hesaplanir.

3.5. istatistiksel Yontemler
Elde edilen verilerin istatistiksel analizleri Statistic Packet of Social Science

(SPSS 21.0) yazilim programi kullanilarak yapilmistir.

Tanimlayic1 analizler, descriptive fonksiyonu ile yapilmistir. Kontrol ve
hastalarin temel demografik verilerini degerlendirmek igin tanimlayict istatistik

yontemleri kullanilmistir.

Kategorik verilerin kasilastirilmasi siklik ve oranlar ile belirlenmis ve sonuglar
yiizde degerler seklinde temsil edilmistir. Gruplar arasi farklari belirlemek igin ki-kare

testi kullanilmustir.

Normal dagilima uygun olup iki grup arasi sayisal karsilagtirmalarda parametrik
testlerden Student t testi, normal dagilima uymayan iki grup arasi karsilagtirmada ise
Mann Whitney Testi kullanilmistir. Normal dagilima uymayan veriler ve ikiden fazla

grup arasindaki sayisal karsilastirmalarda ise Kruskal Wallis testi kullanilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Hasta ve Kontrol Grubunun Ozellikleri

4.1.1. Hasta ve Kontrol Grubunda Yas ve Cinsiyet Durumu

Calismamizda hasta grubu 46°s1 erkek (%76.7) ve 14’1 kadin (%23.3) olmak
tizere 60 kisiden olusuyordu. Hasta grubunun yas araligi 1-17 (7.83+4.9) iken hasta
grubunda erkek yas aralig1 1-17 (7.79+5.1) ve hasta grubunda kadin yas araligi 1-17
(7.93+4.8) idi. Hasta grubunda erkek ve kadinlarin yaslar1 arasinda anlamli bir farklilik
goriilmedi (p=0.926).

Calismamizda kontrol grubu 19°u erkek (%47.5) ve 21’1 kadin (%52.5) olmak
tizere 40 kisiden olusuyordu. Kontrol grubunun yas araligi 21-41 (29.03+£5.4) iken
kontrol grubunda erkek yas araligi 21-41 (29.11+£5.5) ve kontrol grubunda kadin yas
araligi 21-41 (28.9545.5) idi. Kontrol grubunda erkek ve kadinlarin yaslari arasinda
anlaml1 bir farklilik goriilmedi (p=0.931).

4.1.2. Hasta ve Kontrol Grubunda DR Siipertipleri

4.1.2.1. Hasta Grubunda DR Siipertipleri ve Cinsiyetlere Gore Dagilim

ALL tanil1 60 hastanin 18’1 (17 E, 1K) DR53 homozigot, 10’u (7 E, 3K) DR53
heterozigot, 12’si (9E, 3K) DR51/53 heterozigot, 5’1 (2E, 3K) DR52 homozigot, 3’1 (1
E, 2K) DR52 heterozigot, 10’u (8E, 2K) DRS52/53 heterozigot, 2’si (2E) DRS51
heterozigot idi (Tablo 4-1) (Sekil 4-1).

Tablo 4-1: Hasta grubu HLA-DR siipertiplerinin yiizdelik dagilim

HLA-DR Siipertip /DRB1 alel Hasta (n=60)
DR51 /Heterozigot 2 (%3.3)
DR52 /Heterozigot 3 (%5.0)
DR53 /Heterozigot 10 (%16.7)
DR52 /Homozigot 5 (%8.3)
DR53 /Homozigot 18 (%30.0)

DR51/53 /Heterozigot 12 (%20.0)
DR52/53 /Heterozigot 10 (%16.7)
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Sekil 4-1: Hasta grubunun DR siipertiplerinin cinsiyetlere gore dagilimi

4.1.2.2. Kontrol Grubunda DR Siipertipleri ve Cinsiyetlere Gore Dagilim
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40 kisilik kontrol grubunun 14’1 (7E, 7K ) DR53 homozigot, 8’1 (4E, 4K) DRS53
heterozigot, 3’ii (2E, 1K ) DR51/53 heterozigot, 1’1 (1E) DR52 homozigot 4’1 (1E,3K)
DR52 heterozigot, 4’1 (2E, 2K) DR52/53 heterozigot, 3’ii (1E, 2K) DR51 heterozigot,
1’1 (1K) DR51 homozigot, 1’1 (1K) DR1/52 heterozigot, 1’1 (1E) DR51/52 heterozigot

idi (Tablo 4-2) (Sekil 4-2).

Tablo 4-2: Kontrol grubu HLA-DR siipertiplerinin yiizdelik dagilim

HLA-DR Siipertip /DRB1 alel

Kontrol (n=40)

DR51 /Heterozigot 3 (%7.5)
DR52 /Heterozigot 4 (9%10.0)
DR53 /Heterozigot 8 (%20.0)
DR52 /Homozigot 1 (%2.5)
DR53 /Homozigot 14 (%35.0)
DR51/ Homozigot 1 (%2.5)
DR51/53 /Heterozigot 3 (%7.5)
DR52/53 /Heterozigot 4 (9%10.0)
DR51/52 /Heterozigot 1 (%2.5)
DR52/01 /Heterozigot 1 (%2.5)
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Sekil 4-2: Kontrol grubunun DR siipertiplerinin cinsiyetlere gore dagilim

4.2. Multiple PZR Sonuglari

4.2.1. Multiple PZR Jel Elektroferezi Goriintiileri

Hasta ve kontrol grubunda PRKRA genine spesifik olarak gerceklestirilen multiple

PZR jel elektroferezi goriintiileri degerlendirilmistir. Internal kontrol tiim &rneklerde
pozitif iken, hem hasta hem de kontrol grubunda PRKRA genine ait bant HLA-DR53

haplotipini tasiyan bireylerde tespit edilmistir (Sekil 4-3).

a)

DR51 heterozigot hasta
DR51 heterozigot hasta
DR52 homozigot hasta
DR52 heterozigot hasta
DR51/53 heterozigot hasta
DR 52/53 heterozigot hasta
DR53 homozigot hasta
DR53 heterozigot hasta

b)

DR53 homozigot kontrol
DR53 heterozigot kontrol
DR 51/53 heterozigot kontrol
DR 52/53 heterozigot kontrol

DR52 homozigot hasta

DR52/53 heterozigot hasta

DR53 homozigot hasta

DR51/53 heterozigot hasta
DR52/53 heterozigot hasta
DR52/53 heterozigot hasta

DR51 heterozigot hasta

Sekil 4-3: Multiple PZR jel elektroferezi goriintiileri

a) Hasta jel elektroferezi goriintiisii b) Kontrol jel elektroferezi goriintiisii ¢) Hasta jel elektroferezi goriintiisii
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4.2.2. Hasta Grubunda PRKRA Sonuc¢larimin DR Siipertiplerine ve Cinsiyetlere
Gore Daglhim

Multiple PZR jel elektroferezi goriintilleme yontemi sonuglarina gore PRKRA
geninin 60 hastanin 41°1 erkek 9’u kadin olan 50 hastada pozitif oldugu, 5’1 erkek 5’1
kadin 10 hastada ise negatif oldugu saptanmustir (Sekil 4-4) (Sekil 4-5).
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Sekil 4-4: Hasta grubunun PRKRA sonugclarina gore dagilim
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Sekil 4-5: Hasta grubunun PRKRA sonuglarinin cinsiyetlere gore dagilimi
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4.2.3. Kontrol Grubunda PRKRA Sonuclarimin DR Siipertiplerine ve Cinsiyetlere
Gore Dagilim

PZR multiple jel elektroferezi goriintiilleme yontemi sonuglarina gore PRKRA
geninin 40 kisilik kontrol grubunda 15’1 erkek 14’1 kadin olan 29 kiside pozitif oldugu,
4’11 erkek 7°si kadin 11 kiside ise negatif oldugu saptanmistir (Sekil 4-6) (Sekil 4-7).
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Sekil 4-6: Kontrol grubunun PRKRA sonuglarina gore dagilinm
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Sekil 4-7: Kontrol grubunun PRKRA sonuclarinin cinsiyetlere gore dagilimi
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4.2.4. Tiim Grupta PRKRA Sonuclarimin DR Gruplarina Gére Dagilimi

Multiple PZR jel elektroferezi goriintilleme yontemi sonuglarina gore PRKRA
geni hem hasta hem de saglikli tim oOrneklerde sadece DRS53 haplotipini tasiyan
bireylerde tespit edilirken, DR53 haplotipini tasimayan bireylerde goézlenmemistir.
PRKRA geni 50 hastada (41E, 9K) ve 29 kontrolde (15 E, 14K) olmak iizere toplam 100
kisiden 79’unda (56E, 23K) pozitif, 10 hastada (5E, 5K) ve 11 kontrolde (4E,7K) olmak
tizere toplam 100 kisiden 21’inde (9E, 12K) negatif saptanmistir (Sekil 4-8) (Sekil 4-9).

DR52/53 Heterozigot H

DR51/53 Heterozigot _

N M Pozitif Hasta

Sekil 4-8: Hasta ve kontrol grubunda pozitif PRKRA sonu¢larimin DR gruplarina gore
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Sekil 4-9: Hasta ve kontrol grubunda negatif PRKRA sonu¢larinin DR gruplarina gore
dagilim
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4.2.5. PRKRA Gen Sikhiginin Degerlendirilmesi

60 kisilik ALL hasta grubunda multiple PZR jel elektroferezi goriintiileme
yontemi sonuglarma gore 46 erkek hastanin 41’1 (%89.1) ve 14 kadin hastanin 9’u
(%64.3) PRKRA genini tasimaktaydi. PRKRA geninin tasinma siklig1 erkek hastalarda
kadin hastalara gore anlamli olarak yiiksek bulundu (p=0.044) (Tablo 4-3).

Tablo 4-3: Hasta grubunda erkek ve kadinlar arasinda PRKRA geninin tasinma sikhig

Hasta (n=60) PRKRA (+) PRKRA (-) p
n % %
Erkek (n=46) 41 89.1 10.9
9 64.3 35.7 0.044
Kadin (n=14)

40 kisilik kontrol grubunda 19 erkegin 15’1 (%79) ve 21 kadimin 14’# (%66.7)
PRKRA genini tagimaktaydi. Erkek ve kadin kontroller arasinda PRKRA geninin

tasinma siklig1 degerlendirildiginde anlamlilik saptanmadi (p=0.488) (Tablo 4-4).

Tablo 4-4: Kontrol grubunda erkek ve kadinlar arasinda PRKRA geninin taginma sikhig

Kontrol (n=40) PRKRA (+) PRKRA (-) p

n % %
Erkek (n=19) 15 79.0 21.0

14 66.7 333 0.488
Kadin (n=21)

Tim grupta 60 kisilik hastanin 50’si (%83.3) ve 40 kisilik kontroliin 29’u
(%72.5) PRKRA genini tagimaktaydi. Hasta ve kontroller hastalar arasinda arasinda

PRKRA geninin tasinma sikligi degerlendirildiginde anlamlilik saptanmadi (p=0.217)
(Tablo 4-5).




Tablo 4-5: Tiim grupta hasta ve kontroller arasinda PRKRA geninin tasinma sikhgi
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Tiim Grup (n=100) PRKRA (+) PRKRA (-) P
n % n %
Hasta (n=60) 50 83.3 10 16.7
29 725 11 275 0.217
Kontrol (n=40)

4.3. HLA-DRB1 Alellerinin ve HLA-DR Siipertiplerinin Degerlendirilmesi

Hasta grubundaki HLA-DRBL alelleri i¢inde HLA-DRB1*04 aleli %39.2 ile en
yiiksek taginma oranina sahipti. HLA-DRB1*04 alelinden sonra HLA-DRB1*07 %24.2
ve HLA-DRB1*11 %10.8 ile yiiksek oranda tasinmaktaydi. Hasta grubunda HLA-

DRB1*01,

HLA-DRB1*08,

bulunmamaktaydi (Tablo 4-6).

HLA-DRB1*10 ve

Tablo 4-6: Hasta grubunda HLA-DRBI1 alel yiizdesi

HLA-DRB1*12

alelleri

HLA-DRB1 Alel Hasta (n=60) Alel (2n=120) (%)
*01 0 (%0.0)
*03 4 (%3.3)
*04 47 (%39.2)
*07 29 (%24.2)
*08 0 (%0.0)
*09 2 (%1.7)
*10 0 (%0.0)
*11 13 (%10.8)
*12 0 (%0.0)
*13 7 (%5.8)
*14 2 (%1.7)
*15 7 (%5.8)
*16 9 (%7.5)
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60 kisilik hastadan 5 hasta homozigot olarak HLA-DRB3, 18 hasta ise
homozigot olarak HLA-DRB4 alellerini tasimaktaydi. HLA-DRBS5 alellerini homozigot

olarak tasiyan hasta bulunmamaktaydi (Tablo 4-7).

Tablo 4-7: Hasta grubunda HLA-DRB*3,-4,-5 siipertip homozigotlugunun yiizdesi

HLA-DRB Siipertip HLA-DRB1 Alel Hasta (n=60)
Homozigotlugu

DRB3 (DR52) 11,12,13,14,03 5 (%8.3)
DRB4 (DR53) 04,07,09 18 (%30.0)
DRB5 (DR51) 15,16 -

Kontrol grubundaki HLA-DRB1 alelleri i¢inde HLA-DRB1*04 aleli %47.5 ile
en yiiksek taginma oranina sahipti. HLA-DRB1*04 alelinden sonra HLA-DRB1*07
%15 ve HLA-DRB1*11 %10 ile yiiksek oranda tasinmaktaydi. Kontrol grubunda HLA-
DRB1*08 ve HLA-DRB1*10 alelleri bulunmamaktaydi (Tablo 4-8).

Tablo 4-8: Kontrol grubunda HLA-DRBL1 alel yiizdesi

HLA-DRB1 Alel Kontrol (n=40) Alel (2n=80) (%)
*01 1(%1.3)
*03 1(%1.3)
*04 38 (%47.5)
*07 12 (%15.0)
*08 0 (%0.0)
*09 1(%1.3)
*10 0 (%0.0)
*11 8 (%10.0)
*12 0 (%0.0)
*13 4 (%5.0)
*14 2 (%2.5)
*15 6 (%7.5)
*16 6 (%7.5)
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40 kisilik kontrol grubunda 1 kontrol homozigot olarak HLA-DRB3, 14 kontrol

homozigot olarak HLA-DRB4 ve 1 kontrol homozigot olarak HLA-DRB5 alellerini
tasimaktaydi (Tablo 4-9).

Tablo 4-9: Kontrol grubunda HLA-DRB*3,-4,-5 siipertip homozigotlugunun yiizdesi

HLA-DRB Siipertip HLA-DRB1 Alel Kontrol (n=40)
Homozigotlugu

DRB3 (DR52) 11,12,13,14,03 1 (%2.5)
DRB4 (DR53) 04,07,09 14 (%35.0)
DRB5 (DR51) 15,16 1 (%2.5)

4.3.1. Hasta ve Kontrol Grubunda HLA-DRBL1 Alellerinin ve HLA-DR Siipertip
Sikhiginin Karsilastirilmasi

Hasta ve kontrol grubunda HLA-DRBL1 alellerinin sikligi degerlendirildiginde
hasta grubunda HLA-DRB1*04 aleli %39.2, HLA-DRB1*07 aleli %24.2 ve HLA-
DRB1*11 aleli %10.8 ile yiiksek frekansta bulundu. Kontrol grubunda ise HLA-
DRB1*04 aleli %47,5, HLA-DRB1*07 aleli %15.0 ve HLA-DRB1*11 aleli %10.0 ile
yiiksek frekansa sahipti. Hasta ve kontrol grubu arasinda HLA-DRB1 alellerinin
sikliklar1 agisindan anlamlilik saptamadi (Tablo 4-10).
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Tablo 4-10: Hasta ve kontrol grubu arasinda HLA-DRBI1 alellerinin sikhiginin

karsilastirilmasi
HLA-DR | ALL Hasta (2n=120) Kontrol (2n=80) p OR (%95 CI)
n=60 Frekans n=40 Frekans

DRB1*01 0 (%0.0) 1 (%1.3) 0.837 0.219 (0.009-5.471)
DRB1*03 4 (%3.3) 1 (%1.3) 0.650 | 2.724 (0.298-24.843)
DRB1*04 47 (%39.2) 38 (%47.5) 0.306 | 0.711 (0.401-1.261)
DRB1*07 29 (%24.2) 12 (%15.0) 0.163 1.806 (0.859-3.795)
DRB1*08 0 (%0.0) 0 (%0.0) - -
DRB1*09 2 (%1.7) 1 (%1.3) 0.812 | 1.339(0.119-15.026)
DRB1*10 0 (%0.0) 0 (%0.0) - -
DRB1*11 13 (%10.8) 8 (%10.0) 0.850 1.093 (0.431-2.772)
DRB1*12 0 (%0.0) 0 (%0.0) - -
DRB1*13 7 (%5.8) 4 (%5.0) 0.800 | 1.177 (0.332-4.161)
DRB1*14 2 (%1.7) 2 (%2.5) 0.680 | 0.661 (0.091-4.793)
DRB1*15 7 (%5.8) 6 (%7.5) 0.860 | 0.764 (0.246-2.364)
DRB1*16 9 (%7.5) 6 (%7.5) 1.000 1.000 (0.341-2.928)
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60 kisilik ALL hasta grubu ile 40 kisilik kontrol grubu arasinda HLA-DR alt

gruplarinin siklig1 degerlendirildiginde herhangi bir HLA-DR siipertipi i¢in hasta ve
kontrol grubu arasinda anlamlilik saptanmadi (Tablo 4-11).

Tablo 4-11: Hasta ve kontrol grubu arasinda HLA-DR siipertip sikhigimin karsilastirilmasi

HLA-DR ALL Hasta ALL Kontrol
. p OR (%95 ClI)
Stipertip
n=60 | Frekans n=40 | Frekans
DR51 2 (%3.3) 3 (%7.5) 0.386 0.425 (0.067-2.269)
Heterozigot
DR52 3 (%5.0) 4 (%10.0) 0.432 0.473 (0.100-2.242)
Heterozigot
DR53 10 (%16.7) 8 (%20.0) 0.791 0.800 (0.285-2.242)
Heterozigot
DR52 5 (%8.3) 1 (%2.5) 0.699 1.727 (0.318-9.376)
Homozigot
DR53 18 (%30.0) 14 (%35.0) 0.664 0.795 (0.339-1.868)
Homozigot
DR51/53 12 (%20.0) 3 (%7.5) 0.151 3.083 (0.810-11.730)
Heterozigot
DR52/53 10 (%16.7) 4 (%10.0) 0.394 1.800 (0.522-6.198)
Heterozigot
DR51/52 0 (%60.0) 1 (%2.5) 0.958 0.952 (0.578-5.201)
Heterozigot
DR52/01 0 (%60.0) 1 (%2.5) 0.958 0.952 (0.578-5.201)
Heterozigot
DR51 0 (%0.0) 1 (%2.5) 0.958 0.952 (0.578-5.201)
Homozigot
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60 kisilik ALL hasta grubunda 46 erkek ve 14 kadin hasta arasinda HLA-DRB1
alellerinin siklig1 degerlendirildiginde sadece HLA-DRB1*13 alelinin kadin hastalarda

erkek hastalara gore anlamli olarak yiiksek oldugu belirlendi (p=0.007) (Tablo 4-12).

Tablo 4-12: Hasta grubunda erkek ve kadinlar arasinda HLA-DRBI1 alellerinin sikhginin

karsilastrilmasi

ALL Erkek Hasta ALL Kadin Hasta

HLA-DR (2n=92) (2n=28) p OR (%95 Cl)

n=46 Frekans n=14 Frekans
DRB1*01 0 (%0.0) 0 (%0.0) - -
DRB1*03 4 (%4.3) 0 (%0.0) 0.572 | 2.898 (0.151-55.531)
DRB1*04 40 (%43.5) 7 (%25.0) 0.120 2.308 (0.892-5.966)
DRB1*07 23 (%25.0) 6 (%21.4) 0.804 | 1.222(0.441-3.386)
DRB1*08 0 (%0.0) 0 (%0.0) - -
DRB1*09 2 (%2.2) 0 (%0.0) 0.999 | 1.339(0.119-15.026)
DRB1*10 0 (%0.0) 0 (%0.0) - -
DRB1*11 8 (%8.7) 5 (%17.9) 0.179 | 0.438 (0.130-1.468)
DRB1*12 0 (%0.0) 0 (%0.0) - -
DRB1*13 2 (%2.2) 5 (%17.9) 0.007 | 0.102 (0.018-0.561)
DRB1*14 0 (%0.0) 2 (%7.1) 0.999 | 1.575(0.073-33.790)
DRB1*15 7 (%7.6) 0 (%0.0) 0.198 | 5.000 (0.276-90.386)
DRB1*16 6 (%6.5) 3 (%10.7) 0.434 | 0.581 (0.135-2.494)
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60 kisilik ALL hasta grubunda 46 erkek hasta ve 14 kadin hasta arasinda HLA-
DR siipertip sikligi degerlendirildiginde sadece HLA-DR53 homozigotluk sikliginin

erkek hastalarda kadin hastalara gére anlamli olarak yiiksek oldugu belirlendi (p=0.045)

(Tablo 4-13).

Tablo 4-13: Hasta grubunda erkek ve kadinlar arasida HLA-DR siiper tip sikhginin

karsilastirilmasi
HLA-DR ALL Erkek Hasta ALL Kadin Hasta
. p OR (%95 CI)
Siipertip
n=46 | Frekans n=14 | Frekans
DR51 2 (%4.3) 0 (%0.0) 0.999 1.629 (0.073-35.964)
Heterozigot
DR52 1 (%2.2) 2 (%14.3) 0.133 0.134 (0.011-1.599)
Heterozigot
DR53 7 (%15.2) 3 (%21.4) 0.685 0.658 (0.145-2.977)
Heterozigot
DR52 2 (%4.3) 3 (%21.4) 0.078 0.166 (0.024-1.123)
Homozigot
DR53 17 (%28.0) 1 (%1.7) 0.045 | 7.621 (0.914-63.537)
Homozigot
DR51/53 9 (%19.6) 3 (%21.4) 0.999 0.891 (0.205-3.880)
Heterozigot
DR52/53 8 (%17.4) 2 (%14.3) 0.999 1.263 (0.235-6.780)
Heterozigot
DR51/52 0 (%0.0) 0 (%0.0) - -
Heterozigot
DR52/01 0 (%60.0) 0 (%0.0) - -
Heterozigot
DR51 0 (%60.0) 0 (%0.0) - -
Homozigot
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4.4. HLA-DR53 Haplotip Siklig1

60 kisilik ALL hasta grubunda 46 erkek hastanin 41’1 (%89.1) ve 14 kadmn
hastanin 9’u (%64.3) HLA-DR53 alellerini homozigot veya heterozigot olarak
tasimaktaydi. HLA-DR53 alellerinin homozigot veya heterozigot olarak tasinma sikligi
erkek hastalarda kadin hastalara gére anlamli olarak yiiksek bulundu (p=0.044) (Tablo
4-14).

Tablo 4-14: Hasta grubunda erkek ve kadinlar arasinda homozigot veya heterozigot

olarak HLA-DRS53 alellerinin taginma yiizdesi

Hasta (n=60) DR53 (+) DR53 (-) P

n % n %
Erkek (n=46) 11 89.1 5 10.9

9 64.3 5 35.7 0.044
Kadin (n=14)

60 kisilik ALL hasta grubunda 46 erkek hastanin 17’si (%37.0) ve 14 kadin
hastanin 1’1 (%7.1) HLA-DR53 alellerini homozigot olarak tasimaktaydi. HLA-DR53

alellerinin homozigot tasinma sikligi erkek hastalarda kadin hastalara gére anlamli

olarak yiiksek bulundu (p=0.045) (Tablo 4-15).

Tablo 4-15: Hasta grubunda erkek ve kadinlar arasinda HLA-DR53 alellerinin homozigot

olarak tasinma yiizdesi

Hasta (n=60) DR53 homozigot (+) DR53 homozigot (-) p
n % n %
Erkek (n=46) 17 37.0 29 63.0
0.045
Kadin (n=14) 1 7.1 13 92.9

60 kisilik ALL hasta grubunda 46 erkek hastanin 7’si (%15.2) ve 14 kadmn
hastanin 3’1 (%21.4) HLA-DR53 alellerini heterozigot olarak tasimaktaydi. HLA-DR53
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alellerinin heterozigot tasinma sikligi agisindan erkek ve kadin hastalar arasinda

anlamlilik saptanmadi (p=0.685) (Tablo 4-16).

Tablo 4-16: Hasta grubunda erkek ve kadinlar arasida HLA-DR53 alellerinin heterozigot

olarak tasinma yiizdesi

Hasta (n=60) DR53 heterozigot (+) DR53 heterozigot (-) p
n % n %
Erkek (n=46) 7 15.2 39 84.8
0.685
Kadin (n=14) 3 21.4 11 78.6

Tiim grupta 60 hastanin 50’si (%83.3) ve 40 kontroliin 29’u (%72.5) HLA-DR53

alellerini homozigot veya heterozigot olarak tasimaktaydi. HLA-DR53 alellerinin

homozigot veya heterozigot olarak tasinma sikligi degerlendirildiginde hasta ve

kontroller arasinda anlamlilik saptamadi (p=0.217) (Tablo 4-17).

Tablo 4-17: Tiim grupta hasta ve kontroller arasinda homozigot veya heterozigot HLA-

DRS3 alellerinin tasinma yiizdesi

Tiim Grup (n=100) DR53 (+) DR53 (-) p
n % n %
Hasta (n=60) 50 83.3 10 16.7
0.217
Kontrol (n=40) 29 72.5 11 27.5

4.5. Ger¢ek Zamanh PZR Sonug¢larinin Degerlendirilmesi

4.5.1. Gercek Zamanh PZR Sonu¢ Grafiklerinin Yorumlanmasi

Calismamizda 60 hasta ve 40 kontrol, 5-15’erli 6rnekler olarak Qiagen gercek

zamanli PZR cihazinda SNP rs2395185 genotiplemesinin tespit edilmesi igin ¢alismaya
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alimmistir. VIC kanalda yabanil tip sinyaller, ROX kanalda varyant tip sinyaller
okunmustur. Boylelikle 6rneklerin rs2395185 i¢in varyant homozigot, varyant/yabanil
tip heterozigot veya yabanil tip homozigot olup olmadiklari belirlenmistir. Her iki
kanalda da orneklerin pozitiflikleri veya negatiflikleri DNA 6rnegi yerine RNaz/DNaz

serbest su ile hazirladigimiz negatif kontrol ile test edilmistir.

Sirasiyla pembe: yabanil tip pozitif kontrol, lacivert: DR51 heterozigot hasta, mor: DR52 homozigot hasta, turuncu:
DRS52 heterozigot hasta, koyu yesil: DR52/53 heterozigot hasta, siyah: DR51/53 heterozigot hasta, agik mor: DR51
heterozigot hasta, mavi: DR53 heterozigot hasta, yesil: DR53 homozigot hasta, pembe: varyant tip pozitif kontrol,

pembe: negatif kontrol
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o, Fluoro.
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Sirastyla pembe: varyant tip pozitif kontrol, mavi: DR53 heterozigot hasta, yesil: DR53 homozigot hasta, siyah:
DR51/53 heterozigot hasta, koyu yesil: DR52/53 heterozigot hasta lacivert: DR51 heterozigot hasta, mor: DR52
homozigot hasta, agik mor: DR51 heterozigot hasta, turuncu: DR52 heterozigot hasta, pembe: yabanil tip pozitif

kontrol, pembe: negatif kontrol

Hasta Listesi Yabaml tip Varvant ip Sonug

DRSIHETEROZIGOTHASTA negatif pozitif Varyvant homozigot (TT)

DR51/53 HETEROZIGOT HASTA  Jalakataty pozitif Yabaniltip/varyant heterozigot (GT)
DR5? HOMOZIGOT HASTA poatif negatif Yabamltip homozigot (GGE)

DR52/53 HETEROZIGOT HASTA  Jelkaiahd pozitif Yabamltip/varyant heterozigot (GT)
DR51 HETEROZIGOT HASTA poatif negatif Yabamltip homozigot (GGE)

DR5? HETEROZIGOT HASTA pozitif negatif Yabamltip homozigot {GE)

DR53 HOMOZIGOTHASTA negatif pozitif Varyant homozigot (TT)

DRS1 HETEROZIGOTHASTA [kt negatif Yabamltip homozigot (GGE)
Yabaml tip kontrol pozitif negatif

Varyant tip kontrol negatif poztif

MNegatif kontrol negatif negatif

Sekil 4-10: Ornek olarak sekiz hasta ile calisshmis gercek zamanh PZR sonug grafiklerinin

yorumlanmasi
a: Threshold degeri 0.03’e ayarlanmus hasta VIC/Orange kanal grafik goriintiisii
b: Threshold degeri 0.03’¢ ayarlanmig hasta ROX/Yellow kanal grafik goriintiisi

c: Hastalarda SNP rs2395185 genotiplemesinin degerlendirilmesi



47

P
: /I/A/’/
H v —
A . o
s —— P
s -
.‘;«’/"

oS

Thveshod P——
000 fo——" — — — -

BEEEER [ R BEEEEEEEEEEEEEEEEEEER:

6 o oW W ™ o} @ B M N
Cyele

Sirasiyla pembe: yabanil tip pozitif kontrol, mavi: DR51 heterozigot kontrol, kirmizi: DR52 heterozigot kontrol,
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Sirastyla sari: DR53 homozigot kontrol, pembe: varyant tip pozitif kontrol, mor: DR52/53 heterozigot kontrol, yesil:
DR52/53 heterozigot kontrol, pembe: varyant tip pozitif kontrol, pembe: negatif kontrol, kirmizi: DR52 heterozigot
kontrol, mavi: DR51 heterozigot kontrol, siyah: DR51 heterozigot kontrol

2
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Kontrol Listesi Yabaml tip | Varvant tip | Sonuc

DR5! HETEROZIGOT KONTROL pozitif negatif Yabanltip homozigot (GGE)

DE51 HETEROZIGOT KONTROL poazitif negatif Yabaniltip homozigot (GG)

DE51 HETEROZIGOT KONTROL pnzi'r_i_f nega]‘jf Yabamnil Tip hnmnzignt [GG}

DE51/53 HETEROZIGOT KONTROL  [iliFauhi pozitif Yabanltip/varyant heterozigot (GT)

Dmﬂﬂ BI'['ERDZiGﬂ'[‘ KDNTR'DL pl:lﬂuf p':lﬂuf "fab aml T.'i.P."‘r'Er‘r'ﬂ.m heteruﬂgut (G'I'}

DR53 HOMOZIGOT KONTROL negatif poztif Varyant homozigot (TT)

Yabaml tip kontrol poaitif negatif

\?lrylntlﬁp kontrol negatif pozitif

MNegatif kontrol negatif negatif

Sekil 4-11: Ornek olarak alt1 kontrol ile ¢cahsilmis gercek zamanh PZR sonug grafiklerinin

yorumlanmasi

a: Threshold degeri 0.03°e ayarlanmis kontrol VIC/Orange kanal grafik goriintiisi
b: Threshold degeri 0.03’¢ ayarlanmig kontrol ROX/Yellow kanal grafik goriintiisi

c: Kontrollerde SNP rs2395185 genotiplemesinin degerlendirilmesi

Calismamizda HLA-DR53 homozigot ve heterozigot orneklerde varyant
rs2395185 homozigotligu, HLA-DRS53 icermeyen oOrneklerde yabanil tip rs2395185
homozigotlugu bulunmustur. HLA-DR53 homozigot ve HLA-DR53 heterozigot
orneklerin disindaki HLA-DR53/51 ve HLA-DR53/52 heterozigot orneklerde
yabanil/varyant tip rs2395185 heterozigotlugu saptanmustir (Sekil 4-10) (Sekil 4-11).

4.5.2. Hasta ve Kontrol Grubunda rs2395185’in Karsilastirilmasi

Calismamizda hasta ve kontrol grubu arasinda 1rs2395185’in varyant tip
homozigotluk ve yabanil tip homozigotluk siklig1 i¢in anlamlilik saptanmadi. rs2395185
varyant/yabanil tip heterozigot siklig1 ise hasta grubunda kontrol grubuna gére anlamli
olarak yiiksek bulunmustur (p=0.045) (Tablo 4-18).
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Tablo 4-18: Hasta ve kontroller arasinda rs2395185 genotiplerinin karsilastiriimasi

(GG)

SNP rs2395185 Hasta (n=60) Kontrol (n=40) p
n % n %
Varyant homozigot 28 46.7 22 55 0.540
(TT)
Varyant/yabanil tip 22 36.7 7 17.5 0.045
heterozigot (TG)
Yabanil tip homozigot | 10 16.6 11 27.5 0.217

Tiim grupta hasta ve kontroller arasinda homozigot veya heterozigot olarak

rs2395185’in varyant varliginin sikligi anlamli bulunmamistir (p=0.217) (Tablo 4-19).

Tablo 4-19: Hasta ve kontroller arasinda varyant rs2395185'in homozigot veya heterozigot

varhginmin karsilastirilmasi

Tiim Grup (n=100) Varyant alel (T) (+) Varyant alel (T) (-) p
n % n %
Hasta (n=60) 50 83.3 10 16.7
0.217
Kontrol (n=40) 29 725 11 275

Hasta grubunda rs2395185’in varyant homozigotlugu ve varyant/yabanil tip

heterozigotlugu erkek ve kadinlar arasinda anlamli bir farklilhik ortaya koymazken,

rs2395185’in yabanil tip homozigotlugu kadinlarda erkeklere gore anlamli olarak
yiiksek bulunmustur (p=0.043) (Tablo 4-20).




50

Tablo 4-20: Hasta grubunda erkek ve kadinlar arasinda rs2395185 genotiplerinin

karsilastirilmasi
SNP rs2395185 Erkek (n=46) Kadin (n=14) p

n % n %

Varyant homozigot 24 52.1 4 28.6
™ 0.140

Varyant/yabanil tip 17 37 5 35.7
heterozigot (TG) 0.999

Yabanil tip homozigot | 5 10.9 5 35.7
0.043

(GG)

Hasta grubunda homozigot veya heterozigot olarak rs2395185’in varyant

varliginin sikligi erkek hastalarda kadinlara gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur

(p=0.044) (Tablo 4-21).

Tablo 4-21: Hasta grubunda erkek ve kadinlar arasinda varyant rs2395185'in homozigot

veya heterozigot varhginin karsilastirilmasi

Hasta (n=60) Varyant alel (T) (+) Varyant alel (T) (-) p
n % n %
Erkek (n=46) 41 89.1 5 10.9
0.044
Kadin (n=14) 9 64.3 5 35.7

Kontrol grubunda erkek ve kadmnlar arasinda rs2395185’in varyant tip

homozigotlugu, varyant/yabanil tip heterozigotlugu ve yabanil tip homozigotlugu

acisindan anlamlilik saptanmamugstir (Tablo 4-22).
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Tablo 4-22: Kontrol grubunda erkek ve kadinlar arasinda rs2395185 genotiplerinin

karsilastirilmasi
SNP rs2395185 Erkek (n=19) Kadin (n=21) p
n % n %
Varyant homozigot 11 57.9 11 52.4
Y g 0.760
(Tm)
\Y% t/yabanil ti 4 21.05 3 143
aryan -ya anil tip 0688
heterozigot (TG)
Yabanil tip h igot . .
abanil tip homozigo 4 21.05 7 33.3 0.488
(GG)

Kontrol grubunda homozigot veya heterozigot olarak rs2395185’in varyant

varliginin  sikligt

degerlendirildiginde
saptanmamugtir (p=0.488) (Tablo 4-23).

erkek ve

kadinlar

arasinda anlamlilik

Tablo 4-23: Kontrol grubunda erkek ve kadinlar arasinda varyant rs2395185'in

homozigot veya heterozigot varh@inin karsilagtirilmasi

Kontrol (n=40) Varyant alel (T) (+) Varyant alel (T) (-) p
n % n %
Erkek (n=19) 15 79.0 4 21.0
0.488
Kadin (n=21) 14 66.7 7 33.3
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5. TARTISMA

HLA gen bolgesi ¢cok polimorfik bir bolgedir. Bu genler, bir belirte¢ veya baska
genler ile gosterdigi baglanti dengesizligi nedeniyle bagka bir genin ekspresyonuna
katkida bulunabilir. Ozellikle HLA Sinif II bélgesindeki HLA-DRB genleri olmak iizere
HLA haplotipleri genis ¢apli polimorfizmlere sahiptir (69,70). Insan MHC’sinin gen
haritalarinda HLA-DRB4 tasiyan haplotiplerin HLA-DRB3 tasiyan haplotiplerle
kiyaslandiginda 160 kb’lik karakterizasyonu yapilmamis ilave DNA igerdigi
gozlenmistir (69,71,72). HLA-DRB4 bolgesinde, HLA-DRA ve HLA-DQA1 arasinda
yerlesik olan, yeni tanimlanmis ve heniiz biyolojik rolleri tam olarak ¢oziilememis
psodogenler bulunmustur (9). PRKRA geninin de HLA-DRB4 ailesi ile birlikte
kaliilldigi ve psodogen oldugu gosterilmistir. Ayrica psddogenlerin fonksiyonel
olmayan eski kalintilar oldugu diisiincesi son zamanlarda degismistir. Yapilan bir
calismada Tip 1 diyabet, sistemik lupus eritematozus ve multiple skleroz gibi otoimmiin
hastaliklarla giiclii sekilde iligkisi olan ti¢ yaygin HLA haplotipinin (HLA-A1-B8-Cw7-
DR3, HLA-A3-B7-Cw7-DR15 ve HLA-A26-B18-Cw5-DR3-DQ2) ilk yiiksek
¢oziintirlikli HLA spesifik transkripsiyon haritas1 c¢ikarilmistir. Calismada haplotipe
spesifik olarak gen ifadesi profillerinin degistigi ve HLA-DRBS ailesine ait PGF hiicre
hattinda psddogenlerin %70 oranla yiiksek transkripsiyona sahip oldugu gériilmiistiir.
Bu calismadan elde edilen sonuca gore HLA-DRB4 ailesine ait spesifik psddogenlerin

de transkribe olabilecegi lizerinde disiiniilmektedir (9,12).

Calismamizda 60 kisilik hasta ve 40 kisilik kontrol grubunda internal kontrol
kullanilarak PRKRA genine o&zgiill olarak gergeklestirilen multiple PZR ve jel
elektroferezi goriintiileme yontemleri sonucu internal kontroliin tiim 6rneklerde pozitif
oldugu tespit edilmistir. Hem hasta hem de kontrol grubunda PRKRA genine ait bant
HLA-DRB1*04, HLA-DRB1*07 ve HLA-DRB1*09 alellerini kendi i¢inde homozigot
veya heterozigot tasiyan bireylerde veya bu alelleri diger HLA-DRB1 alelleriyle
heterozigot tasiyan bireylerde gozlenmistir. HLA-DRS53 haplotipini tasimayan
bireylerde bant gériilmemesi PRKRA geninin HLA-DR53’e spesifik tagindigini, HLA-
DRB1*04, HLA-DRB1*07 ve HLA-DRB1*09 alellerine 6zgii oldugunu gostermistir.
Bu calisma, saglikli bireylere ait HLA-DRB1 lokusu homozigot hiicre hatlarindaki PZR

ve yiizde 1’lik agaroz jel elektroferezi goériintiileme yontemleri sonucu PRKRA geninin
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HLA-DRS53 grubuna spefisifik oldugunun tespit edildigi calismay1 destekler niteliktedir
(112).

Dizileme galigsmalart sonucu PRKRA, hem PAC klonlarinda hem de insan HLA-
DR alt bolgesinde intron dizisi tagimadigi i¢in psddogen olarak diisiiniilmiis ve HLA
Smnif II bolgesinde aktif olmayan bir gen kalintist oldugu ileri siiriilmiistiir (10). HLA-
DR haplotipleri tiplendirilmis saglikli bireylerle yapilan bir ¢alismada, PRKRA geni
prob olarak kullanilarak gerceklestirilen FISH ve dizileme ¢aligmalar1 sonucu PRKRA
geninin 6. kromozomda tasindigi, DRB4 tasiyan haplotiplere 6zgii oldugu ve hig intron
tasimadig1 belirlenmistir. 6. kromozomda DRB4 haplotiplerine spesifik olan PRKRA
geni intron dizisi olmadigi ig¢in psddogen olarak Onerilip PRKRAP1 olarak
adlandirilmigtir. FISH ¢alismalarinda PRKRA geni prob olarak kullanildiginda 6.
kromozomda goriilen sinyal sadece DR53 haplotipini tasiyan saglikli bireylerde
saptanmistir. DR53 haplotipine sahip saglikli bireylerde 6. kromozomun yaninda tespit
edilen 2. kromozomdaki sinyal da dahil olmak {izere diger haplotipleri tasiyan tiim
saglikli bireylerde 2. kromozomda sinyal goriilmiistiir. Biitiin haplotiplerde 2q31.2-
g32.1 kromozomunda goriilen sinyal ve ardindan gelen dizileme ¢alismalari, PRKRAP1
psodogeninin ana kopyasinin 2. kromozomda oldugunu ve 8 ekzon, 7 intron igerdigini
gostermistir. Ayn1 ¢alismada DRS53 haplotipine sahip homozigot hiicre hatlarinda 6.
kromozomdaki PRKRA genine yonelik primerler pozitif sonu¢ vermisken, diger hiicre
hatlarinda negatif sonu¢ goriilmesi de 2. kromozomdaki ana kopyanin uzun intron
dizilerine sahip oldugu i¢in primerlerin bu bolgede etkili olmadigin1 ve sadece 6.
kromozoma etki edebilecegini diislindiirmektedir (11). Calismamizda da kullandigimiz
primerlerin sadece HLA-DRB1*04, HLA-DRB1*07 ve HLA-DRB1*09 alellerine 6zgii
orneklerde etkili olmas1 2. kromozomdaki ana kopyanin 6nerildigi lizere uzun intron

dizilerinden dolay1 primerler tarafindan ¢ogaltilamadigini géstermistir.

HLA-DRB4 homozigotluk etkisi bagli bir genin katilimi ile hastaliklara
duyarlilig1 etkileyebilir. Baglantinin giiciine bagli olarak iligki, baskin etkiye sahip
baska bir genden kaynaklaniyorsa, bazi popiilasyonlarda heterozigot bir DRB4 aleli de
etkili olabilir. Ancak bazilarinda homozigotluk gerektirir. Boyle bir baglantili gen i¢in
olas1 bir lokalizasyon, DRB4 haplotiplerinin HLA-DR alt bdlgesinde ilave DNA
miktaridir, ancak nispeten kesfedilmemis HLA Sinif III bolgesi de dikkate alinmalidir.
Bir DRB4 haplotipinin sadece tam dizilimi bu olasilig1 ortadan kaldirabilir (2).
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Cocukluk ¢ag1 ALL’sinde HLA-DR iliskisinin arastirildig1 bir ¢alismada 114 c¢ocuk
ALL hastasi ve kontrol olarak 325 yeni doganin PZR ile HLA-DRB1 alelleri
tanimlanmistir. HLA-DRB1*04 alelinin tim grupta erkege spesifik olarak yiiksek
oranda oldugu goriilmiistir. HLA-DRB4*01 homozigot sikliginin da hasta grubunda
kontrol grubuna gore ve hasta grubunda da erkekler i¢in yiiksek oranda anlamli oldugu
gorilmistir (3). Calismamizda HLA-DRB1*04 alel siklig1 hasta grubunda kontrol
grubuna gore ve hasta grubunda erkek hastalarda kadin hastalara gore anlamli bir
farklilik ortaya koymamigtir. Aynm1 zamanda HLA-DRB4*01 homozigot siklig1 hasta
grubunda kontrol grubuna goére anlamli bir farklilik ortaya koymazken, erkek hastalarda
kadin hastalara gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur. Bu sonu¢ HLA-DRB1
alellerinden HLA-DRB1*04, HLA-DRB1*07 ve HLA-DRB1*09 alellerini kodlayan
HLA-DRB4 geninin ¢ocukluk ¢agi ALL’sinde erkeklerde risk faktorii olusturdugunu
desteklemektedir. Daha Onceki ¢aligmalar ¢ocukluk c¢agi ALL’sinin yaygin bir viral
enfeksiyona karst HLA baglantili nadir bir yanit olusturabilecegini gostermistir. HLA -
DRB4 genotipinin herhangi bir viriis ile uzun siipheli baglanti olusturduguna dair
dogrudan bir kanit bulunmamasina ragmen, kendiliginden olusan prelosemik klonlarin
tesviki i¢in adenoviriisler ile isbirligi yapabilecegi 6ne stiriilmiistiir. Cocukluk cagi ALL
ozellikle erkek ¢ocuklarda en sik 1-4 yas arasmda goriiliir. Onceki virolojik
aragtirmalar, herhangi bir aday virlis ortaya ¢ikarmasa da 1-3 yas arasindaki 19semili
cocuklarda adenoviriise karsi ilging bir sekilde diisiik antikor seviyelerinin olustugunu
sOylemistir. Adenoviriisler lenfoid hiicrelerde kaliciliga izin veren mekanizmalara
sahiptir. HLA Sinif I antijen ekspresyonunu diisiiriirler ve benzerlik yoluyla HLA Sinif
IT antijenlerine kars1 bir otoimmiin reaksiyonu tetikleyebilirler. Adenoviral kalicilik, A2
ve DRS53 antijenleri ile kolaylastirilabilir. Boylece prelosemik klonun bagisiklik
gozetiminden kagmasina ve 16semiye ilerlemesine izin verilmesine neden olduklari
sOylenebilir. Adenoviriis tastyan lenfositlerin HLA-DR53'e yonelik bir immiin cevaptan
kagabilecegi ve sonrasinda ifade edilen antijen miktarinin arttirilmasiyla, HLA-DRS3
homozigotlugunun immiin fonksiyon bozuklugunun uyarilmasinda anahtar faktor
olabilecegi ileri striilmiistiir (73). Adenoviriisiin bu modeldeki varsayilan roli,
mutajenik degildir ve transforme prelosemik klona karsi bir immiin yanit kagisinda
HLA-DRS53 ile etkilesimi icerir. HLA-DR53 epitopu ile bir adenoviral protein
arasindaki ¢ok yiiksek molekiiler taklit derecesi bu goriis i¢in uygun olabilir. Epstein-

Barr Viriisii (EBV) 'nin biiyiik tegument proteini yedi ardisik amino asit ile BamHI-
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M'nin Sag Okuma Cergevesi 2 (BamHI-M rightward reading frame 2; BMFR2) erken
niikleer proteini 5 ardisik amino asit ile ayn1t HLA-DRS53 epitopu ile benzerlik gosterir.
HLA-DR53 baglantisinin, ¢ocukluk ¢agi ALL’sinin gelisiminde rol oynayan aday bir
viriis olarak EBV'yi hedef alabilecegi diisiiniilebilir (74). Bir vaka kontrol ¢alismasi
olarak tasarlanan 38 ayri ¢alismadan elde edilen 0-19 yas aras1 12496 ALL’li ¢ocuk ve
2356288 saglikli ¢ocukta yapilan degerlendirmeler sonucu herhangi bir enfeksiyonun,
sikliginin ve zamanlamasimin ALL iliskili olmadig1 goriilmiistiir. Calismada adenoviriis
degerlendirilmemis ve 6 yas alt1 16semili ¢ocuklarda EBV'ye karsi antikor prevalansinin

arttig1 gosterilmistir (75).

Bagka bir calismada, 114’1 ¢ocuk 98’1 yetiskin 212 yiiksek riskli veya relaps
ALL hastast ile 118’1 ¢ocuk, 132’si yetiskin yetiskin 250 saglikli kontroliin PZR-SSP
yontemi ile HLA-DR tiplemesi yapilmistir. HLA-DRB4 ailesinden HLA-DRB1*04
aleli ¢ocukluk cagr ALL’ sinde erkek hastalarda saglikli erkek ¢ocuk kontrollere gore
anlamli olarak yiiksek ¢ikmistir. HLA-DRB1*12 ve HLA-DRBI1*13 alelleri anlaml
olmak iizere HLA-DRB3 ailesinin hastalarda daha az goriildiigii tespit edilmistir.
Cocukluk cag1 ALL tanil1 hasta grubu, yas eslestirilmesi yapilmis saglikli kontrol grubu
ile karsilastirildiginda HLA-DRB3 homozigotlugunun c¢ocukluk ¢agi ALL’sinde
koruyucu bir faktdr oldugu saptanmistir. HLA-DRB4 belirte¢ sikliginin erkek ¢ocuk
ALL hastalarinda yas ve cinsiyet eslestirilmesi yapilmis kontrollere ve bayan hastalara
gore anlamli olarak yiiksek oranda oldugu gozlenmistir. HLA-DRB4 homozigotlugu ise
erkek cocuk hastalar ile saglikli erkek cocuklar arasinda anlamli bir farklilik
gostermemistir. Genel sonuglar 16semilere kars1 duyarliligin HLA-DR53 homozigotlugu
gerektirmedigini gostermistir (2). Caligmamizda herhangi bir HLA-DRB1 aleli yada
HLA-DR siipertip siklig1 hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli bir farklilik ortaya
koymamistir. HLA-DRB4 homozigotlugu erkek hastalarda kadin hastalara gére anlamli
olarak yiiksek bulunurken HLA-DRB1*13 alel siklig1 kadin hastalarda erkek hastalara
gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur. HLA-DRB4 belirteg sikligi da erkek
hastalarda kadin hastalara gére anlamli olarak yiiksek bulunmustur. Calismamiz HLA -
DRB4 homozigot sikliginin ve HLA-DRB4 belirteg sikliginin ¢ocukluk ¢agi ALL’sinde
erkekler icin risk faktorii oldugunun gosterildigi ¢alismalart  desteklemistir.
Calisgmamizda da gézlemledigimiz gibi insan 16semisi ile HLA-DRB4 arasindaki iliski,
sadece immiinolojik bir mekanizmaya bagli olmayabilir. Cinsiyet etkisi altinda

cocukluk cagi ALL"si ile HLA arasindaki siirekli gozlenen iliskinin immiinolojik bir
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mekanizma ile bagdastirilmasi kolay olmamistir. Endokrinolojik faktorler ve cinsiyet

kromozomlari ile etkilesimler de dikkate alinmalidir.

SNP rs2395185 (G/T), HLA-DR alt gruplarinin intergenik bolgesinde bulunan
ve HLA-DRB1*04, HLA-DRB1*07 ve HLA-DRB1*09 alellerine 6zgii T alel varyanti
ile HLA-DRB4 haplotiplerinin belirtecidir (1). Fonksiyonunu tanimlayan heniiz bir
biyoinformatik ara¢ olmamasina ragmen yapilan caligmalarda varyant rs2395185’in
Hodgkin lenfoma ve iilseratif kolit i¢in koruyucu; ALL, akciger kanseri, romatoid artrit
ve astim i¢in risk iligkisi ortaya koydugu gozlenmistir (4,5,6,7,8). Calismamizda HLA-
DRB4 haplotiplerinin bir diger belirteci olan SNP rs2395185°i ger¢ek zamanli PZR ile
tanimlayarak, orneklerdeki HLA tiplemesi ile belirlenmis HLA-DRB4 haplotiplerinin
varhg rs2395185 genotiplemesi diizeyinde gosterilmis oldu. Calismamizda HLA-
DRB1*04, HLA-DRB1*07 ve HLA-DRB1*09 alellerini birlikte tasiyan HLA-DRB4
homozigot veya HLA-DRB4 heterozigot orneklerde rs2395185 varyant homozigot,
HLA-DRB1*04, HLA-DRB1*07 ve HLA-DRBI1*09 alellerinden birini tasiyan
orneklerde rs2395185 varyant/yabanil tip heterozigot ve HLA-DR53 haplotipini
tasimayan tiim Orneklerde rs2395185 yabanil tip homozigot olarak bulunmustur.
Varyant tip rs2395185 homozigotlugu ve yabanil tip rs2395185 homozigot siklig1 hasta
ve kontrol grubu arasinda anlamli bir farklilik ortaya koymazken, hasta grubunda
rs2395185 varyant/yabanil tip heterozigot sikligi kontrol grubuna goére yiiksek
bulunmustur. Hasta grubunda erkek ve kadinlar arasinda varyant rs2395185’in sikligi
erkeklerde anlamli oranda yiiksek bulunurken rs2395185’in yabanil tip homozigot
siklig1 kadin hastalarda anlamli olarak yiiksek bulunmustur. Caligmamizda varyant
rs2395185’in ¢ocukluk cagi ALL’sinde erkeklere 6zgii giiglii bir risk faktorii oldugu
diistiniilmektedir. Yiizaltmis bir cocuk ALL hastas1t ve 231 saglikli ¢ocuk kontrol ile
multi-etnik bir populasyonda ¢ocukluk ¢agr ALL riskinde HLA aracili lenfoma genetik
belirteglerinin roliinlin arastirildigi bir c¢alismada Hodgkin lenfoma i¢in koruyucu
belirte¢ olan varyant rs2395185’in ¢ocukluk cagr ALL’sinde sadece erkeklere 6zgii
giiclii bir risk faktorii oldugu tanimlanmistir (5). Benzer bir ¢calismada 159 ¢ocuk ALL
hastasi ve 176 saglikli ¢ocuk kontrolde SNP rs2395185 genotiplemesi sonucu varyant
rs2395185’in bir HLA-DRB4 belirteci olarak erkeklerde 6nemli bir hastalik risk faktorii
oldugu belirlenmistir (76). Yapilan ¢alismalarda HLA-DRB1*01:02 haplotiplerinin de
T varyantini tasidiklar1 goriilmistiir (1). Fakat ¢alismamizda HLA-DRB1*0101 alelline
sahip HLA-DRB1*01/52 heterozigot tek bir 6rnekte T varyant1 gériilmemistir.
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Calismamizda, HLA-DRB4 homozigotluk sikligi ve HLA-DRB4 belirteg
sikliginin 6zellikle erkek hastalarda ¢ocukluk ¢agi ALL’si i¢in dnemli bir risk iligkisi
olusturdugu saptanmistir. HLA-DRB4 tasiyan ALL’li erkek ¢ocuklarda, ALL’nin
seyrini bozarak hastaligin siddetini artiran bir faktor olabilir; fakat ¢alismamizda klinik
takip degerlendirilmemistir. Bu calismanin yarattig1 hipotezleri test etmek icin, ileriye
doniik bir ¢alismada hastaligin seyri sirasindaki hastalardaki duyarlilik ve koruma
belirteglerinin siklig1 incelenebilir. HLA-DRB4 homozigotlugu ve HLA-DRB4 belirteci
ile iligkilendirilen ALL iliskisinin temelinde HLA-DRB4 haplotiplerinde heniiz
karakterizasyonu yapilmamis 160 kb’lik ilave DNA’nin olabilecegi diistiniilmektedir.
lleriye doéniik olarak HLA-DRB4 haplotiplerinin tam dizilimi ve HLA-DRB4
haplotiplerine spesifik bir transkripsiyon haritasi ile sonuc¢larimizin daha ileri diizeyde
fonksiyonel calismalar igin bir rehber olarak kullanilmasini ve dikkate alinmasini
umuyoruz. Ayrica daha dnceki ¢alismalart destekler nitelikte HLA-DRB4 haplotiplerine
Ozgiin olarak tanimladigimiz ve heniiz molekiiler mekanizmasi bilinmeyen PRKRA
psodogeninin de HLA-DRB4 haplotiplerindeki diger psodogenler gibi yeni
tanimlanabilecek transkripsiyon haritasindaki transkripsiyon mekanizmasi arastirilabilir
ve ortaya ¢ikan sonuca gore ALL ile iliskisi olabilecek molekiiler mekanizmasi
belirlenebilir. HLA-DRB4 homozigotlugu ile ALL hastaligi arasinda tanimlanan
iligkinin aslinda HLA-DRB4 haplotiplerinde bildirilmis; heniiz biyolojik rolii ve
fonksiyonu tam olarak belirlenememis olan ilave DNA i¢inde kodlanan bir genden
kaynaklandig1 gosterilebilir. Tleri calismalarda ilave DNA’nin yeni nesil dizileme
yontemleriyle karakterize edilmesi ile sadece ALL hastaligi i¢in degil, HLA-DRB4'in
Genome Wide Association Study (GWAS) calismalarinda iliski gosterdigi Hodgkin
lenfoma, akciger kanseri ve iilseratif kolit ve belki romatoid artrit iliskilerinin molekiiler
mekanizmas: belirlenebilir. Ideal sonuc olarak, HLA-DRB4 haplotiplerindeki ilave
DNA ig¢inde bir mikroRNA (miRNA) gozlemlenebilir ve HLA-DRB4 haplotipine 6zgii
bir miIRNA'nin hedef genin ifadesine etki ediyor oldugu saptanabilir.

Sonug¢ olarak ¢alismamizda, HLA-DRB4 belirte¢ sikligi ve HLA-DRB4
homozigot siklig1 cocukluk ¢agi ALL hastalarinda erkeklerde anlamli olarak yiliksek
bulunmustur. SNP rs2395185’in HLA-DRB4 haplotiplerine 6zgii oldugu kanitlanmig ve
orneklerde HLA-DRB4 homozigotlugu SNP tiplemesi seviyesinde de gosterilmistir.
Tim grupta PRKRAP1 psodogeninin HLA-DRB4 haplotiplerine 6zgii  oldugu
gosterilmistir. ALL ile HLA-DRB4 belirteg sikligi iliskisinin temelinde HLA-DRB4
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haplotiplerinde heniiz karakterizasyonu yapilmamigs PRKRAP1 psddogeninin oldugu bu

calismada da diistniilmektedir.
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FORMLAR

GONULLU OLUR FORMU

Katilmis oldugunuz calisma bilimsel bir arastirma olup, arastirmanin adi “HLA-DR53
Haplotiplerindeki PRKRAP1 Psédogeninin Akut Lenfoblastik Losemi Tle Tliskisi” dir.

Bu aragtirmanin amaci, bir ¢esit kemik iligi hastalig1 olan Akut Lenfoblastik Losemi (ALL)
hastaligina sebep olan genetik faktorleri incelemektir. Anne ve babadan kalitimla yeni bireye gecen
HLA-DR53 haplotipleri ile ALL hastaligi arasindaki iliskinin, HLA-DR53 haplotiplerindeki ekstra
DNA ile iliskili olup olmadigin1 gostermek igin ekstra DNA belirteci olan PRKRAP1 geninin
ALL’li hastalarda ve saglikli kisilerde olup olmadigim karsilastirarak genetik olarak ALL hastalig1
ile iligkili faktorleri tanimlamayi planliyoruz. Bdylece ALL hastaliina yeni teshis ve tedavi
yontemlerinin gelistirilmesi i¢in ileriki ¢caligmalara onciiliik etmeyi amagliyoruz.

Bu arastirmada Istanbul Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’'nda HLA-DR dokular1
tiplendirilmis ALL hastalarinin DNA &rnekleri ile kok hiicre bagisi igin Istanbul Tip Fakiiltesi
Kemik Iligi Bankasi’na basvuran ve HLA-DR dokular tiplendirilmis saglikli kok hiicre bagiscisi
adaylarin DNA orneklerinin kullanilmas1 amaglanmaktadir. DNA 6rnekleriniz ile yer alacagiiz bu
aragtirmada ongoriilen siire 1 yil olup, arastirmada yer alacak hastalarin sayist 60 ve goniilliilerin
sayis1 40°dir.

Arastirma sirasinda sizi ilgilendirebilecek herhangi bir gelisme oldugunda, bu durum size
derhal bildirilecektir. Arastirma hakkinda ek bilgiler almak i¢in ya da ¢alisma ile ilgili herhangi bir
sorun ya da diger rahatsizliklarimiz igin 0-554-596-45-17 nolu telefondan Cagla Yavuz’a
basvurabilirsiniz.

Bu arastirmada ver almaniz nedenivle size hicbir 6deme vapilmavacaktir; bu arastirma

kapsamindaki biitiin muavyene, tetkik, testler ve tibbi bakim hizmetleri icin sizden veya bagl

bulundugunuz sosyal giivenlik kurulusundan hicbir iicret istenmevecektir. Bu arastirma BAP

(Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi) tarafindan desteklenmektedir.

Bu aragtirmada yer almak tamamen sizin isteginize baglidir. Arastirmada yer almayi
reddedebilirsiniz ya da herhangi bir asamada arasgtirmadan ayrilabilirsiniz; bu durum herhangi bir
cezaya ya da sizin yararlariniza engel duruma yol agmayacaktir. Arastirmanin sonuglart bilimsel
amacla kullanilacaktir ve “HLA-DRS3 Haplotiplerindeki PRKRAP1 Psodogeninin Akut

Lenfoblastik Losemi ile Tliskisi” arastirmasi kapsaminda biyolojik 6rneginiz sadece bahsi gegen
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! bu arastirmada kullanilacaktir.

Size ait tiim tibbi ve kimlik bilgileriniz gizli tutulacaktir ve arastirma yayinlansa bile kimlik
bilgileriniz verilmeyecektir, ancak arastirmanin izleyicileri, yoklama yapanlar, etik kurullar ve
resmi makamlar gerektiginde tibbi bilgilerinize ulasabilir. Siz de istediginizde kendinize ait tibbi
bilgilere ulasabilirsiniz.

Bu arastirma ile ilgili olarak arastiricinin 6nerilerine uyma sizin sorumluluklarinizdir.

Katilimcinin Beyani

Hasta/Saghkh Beyani

Sayin Cagla Yavuz tarafindan Istanbul Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’nda tibbi
bir aragtirma yapilacagi belirtilerek bu arastirma ile ilgili yukaridaki bilgiler bana aktarildi. Bu
bilgilerden sonra bdyle bir arastirmaya “katilime1” (denek) olarak davet edildim.

Eger bu arastirmaya katilirsam hekim ile aramda kalmasi gereken bana ait bilgilerin
gizliligine bu arastirma sirasinda da biiyiik 6zen ve saygi ile yaklasilacagina inaniyorum. Arastirma
sonuclarinin egitim ve bilimsel amaglarla kullanimi sirasinda kisisel bilgilerimin ihtimamla
korunacagi konusunda bana yeterli giiven verildi ve “HLA-DR53 Haplotiplerindeki PRKRAP1
Psodogeninin Akut Lenfoblastik Losemi ile liskisi” arastirmasi kapsaminda biyolojik 6rnegimin
sadece yukarida bahsi gecen arastirmada kullanilmasina izin veriyorum.

Projenin yiiriitiilmesi sirasinda herhangi bir sebep gostermeden arastirmadan gekilebilirim
(Ancak arastirmacilari zor durumda birakmamak i¢in arastirmadan c¢ekilecegimi Onceden
bildirmemim uygun olacagmin bilincindeyim). Ayrica tibbi durumuma herhangi bir zarar
verilmemesi kosuluyla arastirmaci tarafindan arastirma dis1 da tutulabilirim.

Arastirma i¢in yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk altina
girmiyorum. Bana da bir ddeme yapilmayacaktir. Ister dogrudan, ister dolayli olsun arastirma
uygulamasindan kaynaklanan nedenlerle meydana gelebilecek herhangi bir saglik sorunumun ortaya
cikmasi halinde, her tiirlii tibbi miidahalenin saglanacagi konusunda gerekli giivence verildi. (Bu
tibbi miidahalelerle ilgili olarak da parasal bir yiik altina girmeyecegim).

Arastirma sirasinda herhangi bir sorun ile karsilastigimda; herhangi bir saatte, Cagla
Yavuz’u 0-554-596-45-17 ITF Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’ndan arayabilecegimi biliyorum.

Bu arastirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim. Arastirmaya katilmam
konusunda zorlayict bir davranisla karsilagsmis degilim. Eger katilmay1 reddedersem, bu durumun

tibbi bakimima ve hekim ile olan iliskime herhangi bir zarar getirmeyecegini de biliyorum.
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Bana yapilan tim agiklamalar1 ayrintilartyla anlamis bulunmaktayim. Kendi basima belli bir
diisiinme siiresi sonunda adi gecen bu arastirma projesinde “katilimci” (denek) olarak yer alma
kararin1 aldim. Bu konuda yapilan daveti biiyiik bir memnuniyet ve gonilliiliik icerisinde kabul
ediyorum. imzal1 bu form kagidinin bir kopyas1 bana verilecektir.

Yukarida yer alan ve arastirmaya baslanmadan dnce goniilliiye verilmesi gereken bilgileri
okudum ve sozlii olarak dinledim. Aklima gelen tiim sorular1 arastirictya sordum, yazili ve sozlii
olarak bana yapilan tim aciklamalar1 ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim. Caligmaya katilmayi
isteyip istemedigime karar vermem icin bana yeterli zaman tanindi. Bu kosullar altinda, bana ait
tibbi bilgilerin gdzden geg¢irilmesi, transfer edilmesi ve islenmesi konusunda arastirma yiiriitiiciisiine
yetki veriyor ve soz konusu aragtirmaya iliskin bana yapilan katilim davetini hi¢bir zorlama ve bask1
olmaksizin biiyiik bir goniilliiliik igerisinde kabul ediyorum.

Bu formun imzal1 bir kopyas1 bana verilecektir.
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GONULLU ONAY FORMU

Yukarida goniilliiye arastirmadan once verilmesi gereken bilgileri gdsteren metni okudum.
Aragtirma konusu hakkinda bana yazili ve sozlii agiklamalar yapildi. Bu kosullarla s6z konusu

Klinik arastirmaya kendi rizamla higbir baski ve zorlama olmaksizin katilmay1 kabul ediyorum.

Goniilliiniin,
Adi-Soyadu:
Adresi:
Tel.-Faks:

Tarih ve Imza:

Velayet veya vesayet altinda bulunanlar i¢in veli veya vasinin,
Adi-Soyadi:

Adresi:

Tel.-Faks:

Tarih ve Imza:

Aciklamalar1 yapan arastirmacinin,
Adi-Soyadz:

Gorevi:

Adresi:

Tel.-Faks:

Tarih ve Imza:

Olur alma islemine basindan sonuna kadar tamikhk eden Kkurulus gorevlisinin/goriisme
tamiginin,

Adi-Soyadz:

Gorevi:

Adresi:

Tel.-Faks:
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Sayi : 374 Tarih : 14.03.2016
Konu : Prof, Dr. Fatma SAVRAN OGUZ

Sayin Prof. Dr. Fatma SAVRAN 0GUZ
Tibbi Biyoloji Anabilim Dal

ligi : Tibbi Biyolofi Anabilim Dalin 07/03/2016 gin ve 88865 sayih yazis:

Sorumiy araghnciigiv Gstiendiginiz ve Cadla YAVUZ un ylrutecegi 20167347 dosys numaral “HLA-DRS3
Haplotiplerindeki PRKRAP1 Psadogeninin Akut Lenfoblastk Losemy e lighis” baglich cabgma kurulumuzun

110372018 tarih ve 05 sayih toplantminda gorOgOlersk etk yonden uygun bulunmug olup, tutanaklar ekie
sunulmustur

Bligilerinizi nca aderim
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INTIHAL RAPORU iLK SAYFASI

HLA-DRS3 HAPLOTIPLERINDEK] PRKRAP1 PSODOGENININ
AKUT LENFOBLASTIK LOSEMI ILE ILISKISI
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Basgak Yalgin. "Major doku uygunluk kompleksi . &1
{MHC) molekulleri: genel ozellikleri ve
hastaliklarla iliskisi®, TURKDERM, 2013

Yaym

=

"Poster Presentations”, Klinik Psikofarmakoloji
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OZGECMIS

Kisisel Bilgiler
Ad1 Cagla Soyadi YAVUZ
Dog.Yeri |ZONGULDAK Dog.Tar. 26.08.1991
Uyrugu T.C. TC Kim No |25442618248
Email caglay91@hotmail.com Tel 05545964517
Egitim Diizeyi

Mezun Oldugu Kurumun Adi Mez. Yih
Doktora
Yiik.Lis. L.U. istanbul Tip Fakiiltesi T1bbi Biyoloji ABD 2019
Lisans L.U. Fen Edebiyat Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik 2013
Lise Zonguldak Atatiirk Anadolu Lisesi 2009

Is Deneyimi (Sondan gecmise dogru siralayin)

Gorevi Kurum Siire (Y1l - Y1)

1. Fatura Kontrol Gorevlisi Gayrettepe Blosice Nigtingale 2017-2018

' Hastanesi

2. -

3. -
Yabana |Okudugunu . « | KPDS/UDS (Diger)
Dilleri Anlama* Konusma* | Yazma Puam Puam
ingilizce |lyi Iyi Iyi - 50 (YDS)
*Cok iyi, iyi, orta, zayif olarak degerlendirin

Sayisal Esit Agirhik Sozel
ALES Puam 72,9 74,7 68,1
(Diger) Puam

Bilgisayar Bilgisi

Program

Kullanma becerisi

MS Office (Word, Excell, Power point)

Iyi

Yaynlary/Tebligleri Sertifikalary/Odiilleri

Ozel Tlgi Alanlar1 (Hobileri): Kitap Okumak







