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ONSO7Z

1937°de Dr. Hulusi Behget tarafindan ilk olarak tiveit, agiz aftlari ve genital iilserleri
ile tanimlanan Behget hastaliginin olusumundaki etken/ler tam olarak agiklanamamistir.
Ancak bilim ve teknolojinin gelisimiyle birlikte bu hastaligin epidemiyolojik, fizyopatolojik
ve genetik boyutunda bir ¢ok bulgu elde edilmistir. Bu bulgulardan birisi de Behget hastaligi
ile HLA-BS1 molekiilti arasindaki baglantinin ortaya ¢ikarilmasidir. Molekiiler genetik
yontemlerinin gelisimi HLA-B51 molekiiliiniin 34 allelinin varhgini ortaya ¢ikarmistir. HLA-
B51 molekiilii ile Behget hastaligr arasindaki iliskileri agiklamaya y6nelik arastirmalar devam
etmektedir.

TUBITAK, Saghk Bilimleri Arastirma Grubu ile Pamukkale Universitesi, Bilimsel
Arastirma Projeleri grubu tarafindan desteklenen bu projede, Denizli bolgesinde yasavan
Behget hastalarinda HLA-B*51011 alleline rastlanma sikhigi ile bu molekiiliin ekspresyon
stkligr arasindaki baglantilart incelemeyi amagladik.
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Oz

ipek Yolu boyunca dagilim gésteren Behget hastaliginin etyopatogenezi tam olarak
aciklanmamistir. Multisistemik bir hastalik olan Behget hastaliginda genetik ve cevresel
etkenlerin katkilari arastirilmaktadir. Behget hastahigr ile HLA-B51 baglantisinin agiklanmasi
hastaligin genetik yatkinhgini isaret etmistir.

Bu arastirmada Denizli bolgesindeki Behget hastalarimda HLA-BS1 gen ekspresyon
orant ile HLA-BS51 allel dagilimlarint arastirdik. 50 normal saghkli birey ile 35 Behget
hastaligi tanist almis kisiden alinan kan 6rnekleri arastirmamizda kullanmildi. HLA-B51 genini
cogaltabilecek primerler ile bolgeye 6zgiin problar laboratuvarimizda tasarlanmustir.

HLA-BS1 bélgesi i¢in hazirlanan primerler kullanilarak yapilan DNA-PCR y&ntemi
ile normal saglikli bireylerde %38 oraninda, Behget hastalarinda %63 oraninda bolge
cogaltimi elde edilmistir. RT-PCR yoéntemi ile 29 normal saghikil bireyde %90 oraninda, 22
Behget hastasinda %77 oraninda bélge ¢cogaltimi elde edilmistir.

Prob hibridizasyon sonuglarina gdre normal saglikl bireylerde %8 oraninda B*51011,
%2 oraninda B*5115 ve B*5105, Behget hastalarinda %11 oraninda B¥51011, %3 oraninda
B*5115 ve B*¥5129 allellerini tasidigt saptanmistir.

Sonug olarak, Behget hastalar1 ile saghkli normal gruplardaki HLA-B5I1
ekspresyonunda ve HLA-BS5I1 allellerinin dagilimlarinda 6nemli bir farkhilik olmadig:
kanisina vardik.




ABSTRACT

Behget Disease (BD) is commonly seen in countries like Turkey, Middle East countries,
Tunisia and Japan placed on the historical Silk Road. Although the ethiopathogenesis of BD
is not well known, the development of the disease is considered with the environmental and
genetic predisposition when the geographical and incidence is concerned. The hypothesis of
the key role of HLA-B51 depends on the research findings obtained from Japanese patients.
On the other hand: the exact relationships in between HLA-B5! molecule and the
development of the BD is still not well known. Recent molecular and biotechnological
developments confer the polymorphic structure of the HLA antigens of which HLA-BS1
belongs.

In this research project; we aimed to investigate the HLA-BS1 genotype and its
expression level in between Behget Disease patients living in Denizli province of Turkey. For
the investigation of these data, we used 35 BD and 50 normal healthy controls. Blood samples
were taken from these individuals for the isolation DNA and RNA. The RT-PCR technique
was used for the identification of expressed HLA alleles. The specific primers and probes
were designed in our research group.

For the HLA-BS1 region specific PCR amplification, we obtained that the presence of
HLA-B51 was 58 % in controls, and 63 % in BD patients. The expression patterns obtained
by RT-PCR technique resulted as 90 % expression for controls, and 77 % for BD patients. As
far as specific probe hybridization experiments for the allelic composition is concerned, we
obtained presence of 8 % for B*51011, 2 % B*5115 and B*5105 in controls, and 11 %
B*51011, 3 % B*5115 and B*5129 alleles.

As a result; we concluded that there is no relationship in between BD and the presence
and expression of HLA-B51 alleles compared to the normal healty controls.




GiRIS

Etyopatogenezi tam olarak agiklanamayan Behget hastaligi, Ipek Yolu boyunca
Tiirkiye, Orta Dogu, Tunus ve Japonya gibi -lilkelerde daha sik rastlanan bir hastaliktir.
Hastahigin sikhk orant ile bolgesel dagihimi arasindaki baglanti bu hastahgin gelisiminde
cevresel etkenlerle genetik yatkinhigin Snemli oldugunu vurgulamaktadir. Japon Behget
hastalarinda HLA-B51 molekiilii sikhiginin dnemli derecede yiiksek oldugunun gosterilmesi,
bu hastaligin gelisiminde genetik etkenlerin 6nemli oldugu hipotezini gli¢lendirmistir. HLA-
B51 molekiiliiniin Behget hastaliginin gelisimindeki rolii tam olarak agiklanamamaktadir.
Molekiilsel biyoloji ve biyoteknolojik yontemlerin gelisimi ile HLA-B51 molekiiliiniin iginde
ver aldigt HLA antijenlerinin olaganiisti polimorfizmi agiga ¢ikariimistir.

Bu arastirma ile iilkemizde HLA-Behget hastaligi iligkilerini aydinlatmaya yonelik
arastirmalara katkida bulunmak i¢in Denizli bolgesinde yasayan Behget hastalarinda HLA-
B31 genotip sikligi ile bu genotipin ekspresyon sikhigr arasindaki iliskileri arastirmayi
ongordiik.

“Behcet hastaligi Arastirma Unitesi” kapsaminda “Behget Hastalarinda HLA-B51
Genotiplerinin Incelenmesi” (Pro. No.SBAG-U-16/13) isimli projede tilkemizdeki Behget
hastalarinda RT-PCR temeline dayali yontemlerle HLA-B*5101 allelinin  frekansinin
arastirilmist. Bu projede Behget hastalart ile normal saglikli bireylerde HLA-B51 frekansinin
saptanmasinin yani sira, bu genin gruplardaki ekspresyon oranlarini incelemeyi 6ngordiik.




GENEL BILGILER
BEHCET HASTALIGI

Behget Hastahigi (BH) Turk Dermatologu olan Dr. Hulusi Behget tarafindan
“tekrarlayan oral {ilserler”, “genital ilserler” ve “hipopiyon uveitis” ile tammladif
inflamatuvar bir hastaliktir, Giiniimiizde bu ii¢li bulgu disinda akciger, bobrek, eklemler,
vaskiiler sistem, merkezi sinir sistemi gibi viicudun diger organ ve dokularinin da ise karistigi
kronik multisistemik bir hastahik olarak kabul edilmektedir (1). BH nin neden veya nedenleri
tam olarak a¢iklanmamakla birlikte genetik ve cevresel etkenlerin kompleks iliskilerinin
sonucunda ortaya ¢iktigi dustiniilmektedir (2).

BH"da baslangi¢ bulgulari oral afioz tlserler (%47-86), genital iilserler (%0-19), deri
lezyonlari (%0-27), okiiler lezyonlar (%0-35), artropati (%0-24). ntrolojik bulgular (%0-12)
ve vaskiiler bulgular (%0-3) sirasiyla belirtilmesi, bu hastaligin tanisinda agiz ve genital
iilserleri ile deri ve okiiler lezyonlarin 6nemini vurgulamaktadir (3.4).

BH nin neden/nedenlerini agiklamaya yonelik yogun arastirmalar bu hastaligin
gelisiminde bagisihk sisteminin dnemli bir rol oynadigr, ancak belirgin bir 6zelligin 6ne
gecemedigi belirtilmektedir (3,6,7.8).

1973 vilinda Ohno ve arkadaslart tarafindan Japon BH’da HLA-B5 molekiiliiniin
giiclii baglantisinin agiklanmasi hastalik ile genetik yatkinhk arasindaki ilk bulgudur (4).

HLA SINIF I MOLEKULLERININ OZELLIKLERI

HLA-A, -B ve ~C gruplarindan olusan HLA simif | glikoproteinleri iki farkli polipeptit
zinciri icerir. Insan HLA simif I molekiiliiniin o (agir) zinciri 44 kilodalton olup HLA gen
kompleksi i¢inde ver alirken, 12 kilodaltonluk P zinciri 15. kromozomda kodlanir (9, 10,
11.12).

Tiirlerin evrimi sirasinda yapisi ileri derecede korunan HLA smif' | 3 zinciri, daha 6nce
insan idrarinda saptanan bir peptide benzerlik gosterdigi icin «3 olarak isimlendirilmistir.
B> mikroglobulin HLA smif | molekiilindeki agir zincirin o3 bolgesi ile homolog yapida
olup, olgun HLA smif I molekiilinde bu bélge ile baglantisinin yant sira ol ve o2
bolgelerivle de iliski kurar. 3> mikroglobulin HLA smmf 1 molekiillerinin yapisinin sabit
kalmasina katkida bulunarak olgun molekiiliin hiicre zarina tasinmasinda etkin rol oynar (9,
10, 11,12).

HLA-A | -B ve -C proteinlerini kodlayan genler 6. kromozomun p21.3
bolgesine verlesmistir ve bu genlerin  anatomisi birbirine benzer, 7 ekzon ve 6 introndan
olusmustur. Birinci ekzon olgun simif I proteininde bulunmayan sinyal peptidi kodlar. 2.
ekzon al kismini, 3. ekzon a2 kismini, 4. ekzon a3 kismmi kodlarken 5., 6. ve 7. ekzonlar
transmembran kismi ile sitoplazmik kismi ve poliA kismini kodlamakta ve her bir simif 1
glikoproteinini kodlayan genin 5° tarafinda genin transkripsiyonunu kontrol eden diizenleyici
diziler bulunmaktadir (12).

CDS8+ T hiicrelerine sunuldugunu kesfettiler. Bugiin, T hiicrelerinin aktivasyonu igin gerekli
olan yabanci peptitMHC/TCR kompleksinin olusumunda MHC ve TCR molekiil yapilarinin
olduk¢a 6nemli rolii oldugu bilinmektedir. MHC sinif 1 molekiilleri hiicre i¢inde sentezi
vaptlan yabanci proteinlere ait peptitleri CD8+ T hiicrelerine sunmalarinin yani sira eksprese
olduklarr hiicreleri sitotoksik saldirilardan da korurlar (12).




Baslangicta serolojik olarak tiplendirilen HLA molekiillerinin gelisen teknolojilerle
patojenlerin  polimorfizmine kosut olarak ileri derecede polimorfik yapilar igerdigi
saptanmistir. Bu agidan bakildiginda HLA simf [ grubunda 275 farkli HLA-A, 521 farkli
HLA-B, 134 farkli HLA-C, 6 farkli HLA-E, 1 HLA-F ve 15 farkli HLA-G alleli saptanmistir.
Uluslararasi Histokompatibilite Calisma Grubu (International Histocompatibility Working
Group, IHWG) yaklasik her ay yeni allelerin kimliklendirilmesinden dolayr HLA listesinin
gozden gegirildigini vurgulamaktadir (13). HLA simf 1 molekiillerindeki polimorfizmin
genellikle peptit baglanma bolgelerinde yer aldigi, diger bolgelerin biiyiik cogunlukla
korundugu saptanmistir. HLA sisteminde polimorfizmin yapi-islev iliskilerine yansimalart
yogun olarak arastirilmaktadir (14, 15).

HLA molekiillerinin bireyler arasi doku nakli islemindeki 6neminin yani sira 6zellikle
otoimmiin ve immiin sistemle baglantili hastaliklarda da etkileri saptanmistir. Otoimmiinite
ile HLA sistemi arasindaki iliskiler net olarak agiklanamamakla birlikte belirli hastaliklarda
belli bir HLA tipinin siklikla bulundugu saptanmustir. Behget hastaligi ile HLA-B51 molekiilii
arasindaki iliski bu konulardaki 6rneklerden biridir (12).

HLA-B51 molekiili baslangigta serolojik olarak isimlendirilen HLA-BS molekiil
grubunda yer alan HLA smif I molekiiliidiir. Giiniimiizde molekiiler biyoloji teknikleri
kullanilarak HLA-B51 grubunun da yaklagik 34 farkli alleli bulundugu saptanmistir (13).

BEHCET HASTALIGI iLE HLA-B51 ALLELLERININ BAGLANTI ANALIZLERI

BH ile HLA-B51 baglantist gosterilmistir. Bu markerin varhigi degisik serilerde 1.5-16
odds oranina sahiptir. B-51 molekiilinin BH’da yatkinlik ve siddetin gostergesi olup
olmadigi 6nemli bir sorudur.

BH ile HLA-BS1 baglantisinin degisik toplumlarda farkli bulunmasi ve bu iliskinin
Ipek Yolu'yla baglantili bolgelerde smirli olmasi hastaligin B51le olan iliskisinin tekrar
degerlendirilmesine yol agnustir (16). HLA simif I molekiillerinin antijen baglama dzellikleri
ile antijen sunumu sirasinda T hiicreleriyle iliski kurma ozellikleri arastirilmaktadir. Bunun
vani sira HLA gen kompleksinde yer alan diger bilinen veya bilinmeyen genlerle BH
arasindaki baglantilari agi8a ¢ikarmak igin de yogun arastirmalar yapilmaktadir (14, 16).
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GERECLER VE YONTEMLER
ORNEKLER

Pamukkale Universitesi, Tip Fakiiltesi Arastirma ve Egitim Hastanesi Goz
Poliklinigine bagvuran ve Uluslararasi Behget Hastah@i Calisma Grubu Degerlendirme ve
Tani Kurallari'na gore BH tamisi almis 35 Behget hastasinin kan drnekleri ¢alismamizda
kullanildr (17). Hastalarin klinik bulgulart Tablo-1"de verilmistir. Kontrol olarak BH tan
kriterlerinde belirtilen klinik bulgulari olmayan 50 saghkh normal kisiden alman kan
Ornekleri kullanildi.

PERIFERIK KAN ORNEKLERINDEN DNA SAFLASTIRILMASI

Disodyum EDTA’li vakumlu tiiplere alinan periferik kandan taze olarak DNA
saflastirilmast igin ahinan kitte (DNA isolation kit for mammalian blood, 1 667 327, Roche)
verilen islemler uygulanarak genomik DNA elde edildi.

PERIFERIK KAN ORNEKLERINDEN mRNA SAFLASTIRILMASI

Disodyum EDTA’l vakumlu tiiplere alinan periferik kandan taze olarak mRNA
saflagtirtimast igin alinan Kitte (mRNA isolation kit for blood/bone marrow. 1 934 333,
Roche) verilen islemler uygulanarak mRNA elde edildi.

HLA-B51 BOLGE PRIMER VE PROBLARIN SECIiMi

HLA-BS51 alleline 6zgiin bolgenin ¢ogaltimi i¢in listesi Tablo-2"de sunulan diger HLA
allelerinin gen dizileri internet araciligi ile GenBanktan elde edildi (18). Bu diziler bilgisayar
ortaminda HLA-B*51011(M32319, GenBank) gen dizileri ile karsilastirildi. Tablo-3"de
HLA-B51 grubu iginde yer alan diger allellerin dizi karsilastiriimast 6rnek olarak verilmistir.
Bu tablonun diginda HLA-B*51011 gen dizisi HLA-B , -A ve —~C gruplarindan segilen
toplam 103 gen dizisiyle de karsilastinlarak farkli bolgeler saptandi. Bu farkli bolgeler
dikkate alinarak HLA-B51 bolgesine dzgiin primerler (Oligo, Ver 4.0-1341, Primer Analysis
Software, 1989-91, Wojuech Rychlike, Almanya) saptandi ve bu programda 6nerilen Tm
(60°C) derecesi PCR’da birlesim ( annealing ) isist olarak kullanildi. Ayni bilgisayar
programi ile HLA-B5101 aleline 6zgiin problar belirlendi. Tablo-4’te ¢ahismada kullanilan
primer ve problarin listesi verildi.

DNA-PCR YONTEMI

BH ve saghkli kontrol gruplarinin saflastirilan DNA &rneklerinde HLA-B51 bdlge
cogaltimr igin primer-132 ve primer-671 ile Taq DNA polimeraz ( 0.5 U/ukEP0402,
Fermentas) kullanimi igin onerilen polimeraz zincir reaksiyon (PCR) karisimi  hazirlandi.
PCR karigimi 1sisal dongii aletinde ( Techne, Technegene Temperature Cycler) asagida
belirtildigi sekilde programlanan programda HLA-B51 bélge gogaltimi gerceklestirildi.

95°C de 60 saniye

62°C’de 45 saniye
72°C’de 120 saniye
Toplam 35 dongii

72°C de 5 dakika

A e z



Program bitiminde HLA-B51 bolgesine ait PCR iiriinlerinin olup olmadigi %1.5’lik agaroz
jel elektroforezinde kontrol edildi.

RT-PCR YONTEMI

Periferik kan hiicrelerinden elde edilen mRNA 6rnekleri tek tiipte RT-PCR yonteminin
uygulandifr kit ile (Titan one tube RT-PCR system, 1 888 382, Roche) primer-132 ve primer-
671 kullamlarak HLA-B51 bolge ¢ogaltimi yapilmistir. RT-PCR karigimi 1s1 dongiisel
aletinde asagida belirtildigi sekilde programlanan programda HLA-B51 bélge cogaltimi
gerceklestirildi.

50°C’de 30 dakika

94°C’de 20 saniye

62°C’de 30 saniye

68°C’de 60 saniye

Toplam 40 dongti

68°Cde 7 dakika
Program bitiminde HLA-B51 bdlgesine ait PCR iriinlerinin olup olmadigi %1.5°lik agaroz jel
elektroforezinde kontrol edildi.

PCR URUNLERININ NOKTA EMDIRIiMi

Hem DNA-PCR hem de RT-PCR yontemlerinde HLA-B51 bolge ¢ogaltimi tesbit
edilen 6rnekler naylon membrana tesbit edildi (19).

OLIGONUKLEOTID PROBLARIN iSARETLENMESI
Tablo-3"te listesi verilen problarin 3 ucu birden fazla digoksigenin-dUTP takilarak
isaretlenmesi kitte (DIG oligonucleotide tailing kit, 1 417 231, Roche) verilen oneriler

cercevesinde gergeklestirildi.

HIBRIDIZASYON

DIG ile kuyruklanan problarla karsilastirilan nokta emdirim yapilan naylon membrandaki
orneklerle hibridize olan problart saptamak i¢in enzim immiinoassay ve enzimle katalize
edilen renk reaksiyonuna dayali ydntemin uygulandigi kitte (DIG nucleic acid detection kit, 1
175 041, Roche) verilen oneriler ¢er¢evesinde HLA-B*51011 alleline sahip olan ornekler
tesbit edildi.




BULGULAR
BEHCET HASTALARININ KLINIK BULGULARI

Arastirmamiza alman 35 BH'min cinsiyetle birlikte diger bulgulari Tablo-5'te
6zetlenmistir. Calismaya alinan erkek BHlarinin (%66) orant kadin hastalarin (%34) yaklasik
iki kati oranindadir. Hastalarin tiimiinde oral aft bulunmaktadir ve genital lezyon %74 orani
ile oral aft bulgusunu takip etmektedir. Noral bulgu ve gastrointestinal bulgu %3 orani ile en
diisiik saptanan bulgular arasindadir.

Klinik arastirmalarda follikiilit, eritema nodosum, paterji, oral aft veya genital
lezyonlari, diger bir deyisle mukokiitantz lezyonlart olan hastalar hafif BH: mukokiitandz
bulgularla birlikte artriti olan hastalar ara tip BH; mukokiitantz lezyonlar olsun veya olmasin
okiiler lezyonu. vaskiiliti veya noral bulgusu olanlar ise agir BH olarak tanimlanmaktadir. Bu
degerlendirmeler temel alinarak Tablo-6 hazirlanmistir.

Calismaya alman BH ve normal sagliklt bireylerin kan 6rneklerinin hepsinde DNA
saflastirilmasi gergeklestirilmistir. Agaroz jelde kontrolii yaptlan DNA 6rneklerinin bir grubu
Sekil-1"de gosterilmistir.

HLA-B51 BOLGESINE OZGUN PRIMER VE PROBLARIN OZELLIKLERI

HLA-B51 bolgesine 6zgiin primer ve problarin se¢iminde kullanilan gen dizileri olgun
HLA glikoproteinindeki « (agir) zincirini kodlayan mRNA dizilerini i¢ermektedir.
Arastirmamizda kullandigimiz primer ve problarin HLA-B*51011 genindeki yerlesimleri
Tablo-7"de sunulmustur. Primer ve problarin isimlendirilmesinde dizisindeki niikleotid dizi
sirast temel alinmastir.

Primer-132 olarak isimlendirdigimiz 5° primeri HLA-B51 mRNA niikleotid dizisinde
2. ekzonun 59. niikleotidi ile 78. niikleotidi arasmdaki bolgeye karsilik gelmektedir. Primer-
671 olarak isimlendirdigimiz 3" primeri 4. ekzonun 33. niikleotidi ile 52. niikleotidleri
arasindaki bolgeye karsihik gelmektedir.

Primer-132 ve -671 kullanilarak DNA-PCR yontemi ile 1340 niikleotidlik bolgenin,
RT-PCR yontemi ile 539 niikleotidlik bolgenin ¢ogaltimi programlanmustir. Bu primerler
teorik olarak, karsilastirma yaptigimiz diziler arasinda HLA-BS51 disinda sadece HLA-
B*7801 allelini de ¢ogaltabilmektedir. Bunun disinda, HLA-BS1 allelleri arasinda B*51012,
B*51022. B*5105 ve B*5115 allellerinin ¢ogaltimi teorik olarak bu primerlerle miimkiin
olmamaktadir.

Arastirmamizda kullandigimiz problar (prob-301 hari¢) HLA-B*51011 allelini diger
HLA-B51 allellerinden ayird edebilecegimiz 2. ve 3. ekzonlarda saptanan farkli niikleotidlerin
bulundugu bolgelerde yer almaktadir ve bu bulgular Tablo-8"de &zetlenmistir. Prob-301
HLA-B51 allellerini B*7801 allelinden ayird edebilen genel bir probdur. Segilen
oligoniikleotid problarin teorik olarak HLA-B51 gen dizisini taniyabildikleri bolgeler asagida
ozetlenmistir;

Prob-263 :

Prob-301 :

Prob-351 :

Prob-404 :

Prob-524 :

Prob-542 :

Prob-568 :

. ekzonun 190. niikleotidi ile 209. ntkleotidi arasindaki bolge.
. ekzonun 228. niikleotidi ile 248. ntikleotidi arasindaki bolge.
. ekzonun 8. niikleotidi ile 28. niikleotidi arasindaki bolge.

. ekzonun 61. niikleotidi ile 92. niikleotidi arasmdaki bdlge.

. ekzonun 181. niikleotidi ile 200. ntikleotidi arasindaki bolge.
. ekzonun 201. niikleotidi ile 219. niikleotidi arasindaki bolge.
. ekzonun 2235. niikleotidi ile 244. niikleotidi arasindaki bolge.
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DNA-PCR iLE RT-PCR SONUCLARININ KARSILASTIRILMASI

Normal saglikli bireylerin DNA rneklerinden primer-132 ve -671 kullanilarak
vaptlan PCR sonuglari Sekil-2’de sunulmustur. 50 saghkli kontroliin DNA-PCR ydntemiyle
29 drnekte (%58) HLA-B51 bolge ¢ogaltimi gerceklestirilmistir (Sekil-2).

BH’nin DNA &rneklerinden primer-132 ve -671 kullanilarak yapilan PCR sonuglan
Sekil-3"de sunulmustur. 35 BH nin DNA-PCR yontemiyle 22 6rnekte (%63) HLA-B51 bolge
cogaltimi yvapilabilmistir (Sekil-3).

DNA-PCR yénteminde ¢ogaltim yapilabilen normal saghklr kisilerle BH olan kisilerin
kan lizatlarindan mRNA saflastirilmasi yapildiktan sonra primer-132 ve -671 kullanilarak RT-
PCR yontemi uygulandi. 29 normal saglikli bireylerin 6rneklerinden 26 tanesinde ¢ogaltim
saglanirken, 1 Ornekte (%3) stipheli sonuglar ve 2 Ornekte (%7) ¢ogaltim riinii
gerceklesmedigi saptandi (Sekil-4). Benzer sekilde, 22 BH 6rneklerinden 17 tanesinde (%77)
cogaltim driinii g6zlenirken, 2 Ornekte (%9) siipheli sonuglar ve 3 ornekte (%14) ¢ogaltim
tirtinii olmadig1 gozlendi (Sekil-5).

Normal saglikli bireyler ve BH &rneklerinde DNA-PCR firtinii saptanan fakat RT-PCR
tiriinii siipheli olan veya gozlenmeyen olgularin prob hibridizasyon sonuclar incelendiginde,
bu olgularm HLA-B51 tiplendirilmesinde sonug alinamadidi gozlenmistir.

HIBRIDIZASYON SONUCLARININ KARSILASTIRILMASI

DNA-PCR yontemiyle HLA-BS1 primerleriyle ¢ogaltim {riinii saptanan Ornekler
naylon membrana nokta emdirim yontemiyle sabitlestirildikten sonra DIG ile isaretli problarla
hibridizasyon islemlerinin goriintiileri bilgisayar ortamina alinmistir. Bu goriintiilerden bir
ornek Sekil-6’da ve tiim problarin degerlendirme sonuglari Tablo-9da (saghikli bireylerin) ve
Tablo-10"da (BH bireylerin) verilmistir. DNA-PCR ve RT-PCR ¢ogaltim {riinleri elde edilen
29 normal saglikh 6rneklerden 2 tanesinde (%7) ve 22 BH’dan 2 tanesinde (%9) kullanilan
problarin higbiriyle pozitif sonu¢ alinamamistir. Secilen tiim problar HLA-B*51011%e 6zgiin
oldugu igin problarin hepsi ile pozitif sonug alinan 6rnekler B*51011 alleli olarak kabul
edilmistir. Tablo-11"de DNA-PCR, RT-PCR ve prob hibridizasyon sonuglar1 6zetlenmistir.

BH’nin klinik bulgulari ile prob pozitifligi dagilimi homojen olmasinin yani sira,
HLA-B*51011 oldugu tesbit edilen 4 hastanin klinik bulgularinda da 6ne gegen herhangi bir
bulgu saptanmanustir. Normal bireylerde, prob-263 ile 18 (%36); prob-301 ile 16 (%32);
prob-351 ile 13 (%26); prob-404 ile 9 (%18); prob-524 ile 13 (%26); prob-542 ile 19 (%38)
ve prob-568 ile 12 (%24) pozitif sonug¢ alinmistir. Benzer sekilde, BHda prob-263 ile 14
(%40); prob-301 ile 14 (%40); prob-351 ile 8 (%23); prob-404 ile 8 (%23); prob-524 ile 9
(%26); prob-542 ile 14 (%40) ve prob-568 ile 10 (%29) pozitif sonug alinmistir. Bu bulgular
normal saglikli bireyler ile BH da prob pozitifligi arasinda anlamli bir farkliligin olmadigim
gostermektedir. DNA-PCR ve prob-301 pozitif olma durumunda, HLA-B5I1 olarak
tanimladigimizda, normal saglikli kisilerde %40 orani BH grubunda %40 orani ile gruplar
arasinda fark olmadigr gdzlenmistir.

Normal saglikli kisilerden 4 tanesinin (%8) B*51011, 1 tanesinin (%2) ve 1 tanesinin
(%2) B*5105 ; BH’dan 4 tanesinin (%11) B*¥51011, 1 tanesinin (%3) B*5115, | tanesinin
B*5129 allelini tasidigi saptanmustir. Goriildiigii gibi arastirmalarda kullandigimiz BH ile
normal saghikh birevlerdeki HLA-B allellerinin  dagiliminda belirgin  bir  6zellik
bulunmamaktadir.




TARTISMA VE SONUC

ilk kez Dr. Hulusi Behget tarafindan tekrarlayan oral ve genital tlserler ile tiveitle
tanimlanan BH olusum islergeleri heniiz tanimlanmamistir. BH giiniimiizde degisik organ ve
dokularinda ise kanstigi multisistemik inflamatuvar bir hastalik olarak tamimlanmaktadir.
BH'nin cografik dagilimi ve klinik bulgulart hastaligin genetik ve gevresel etkenlerin
karsilikli iliskilerinin bir sonucu olarak ortaya ¢iktigr goriisiinii desteklemektedir (4).

Arastirmamiza katilan BH grubunda erkek:kadin orani 1.9 olup, erkeklerdeki klinik
bulgularda agir tip BH, kadmlarda ise mukokutantz tip BH'nin daha fazla oranda oldugu
goriilmektedir. Dokuzuncu Uluslararast Behget Hastaligi Konferansi’nin  yayinlanan
bildirisinde oral aftz ilserler %92-100, genital tlserler %57-93, deri lezyonlart %38-99,
okiiler lezyonlar %29-100 ve artropati %16-84 oraninda verilmistir. Tablo-3"te sunulan klinik
bulgularda oral aftéz iilserler %100, genital tlserler %74, deri lezyonlari %41, okiiler
lezyonlar %46 ve artropati %43 oraninda saptanmis olup uluslararasi verilerle paralellik
gostermektedir (4,16). Bu bilgiler 15181 altinda, projede saghkli kontrol grubunda yer alan
bireylerde uluslar arast BH tani kriterlerinde belirtilen klinik bulgulardan herhangi birinin
bulunmamasina dikkat edildi. Ozellikle oral Gilserasyon tanimi yapan bireyler bu arastirmada
yer almamaktadir (17).

Ohno ve arkadaslari 1973 yilinda BH ile HLA-BS fenotipi arasindaki baglantiy:
agikladiklarinda bu hastah@mn kalitsal yonii arastirnlmaya baslandi. Takip eden siire¢te Japon,
Cinli, Ispanyol, Arap, Tiirk ve Yunanli BH’larinda da benzer baglantilar elde edilmistir (6).
Ancak bu konudaki ilk arastirmalar HLA-BS molekiiliiniin serolojik olarak tanimlanmasi ile
gerceklestirilmistir.  Molekiiler gen teknolojilerindeki ilerlemeler HLA  molekiillerinin
serolojik olarak tanimlanmasinin yeterli olmadigini agiga ¢ikarmistir. Giiniimiizde BH ile
HLA-B iliskilerinde tanimlanan HLA-BS5 glikoproteinin HLA-B*5101 oldugu ve BS5I
grubunda yaklasik 34 farkl allelin yer aldigr tanimlanmustir (20, 21). Bu gelisimlerin sonucu
olarak, bu hastaligin ortaya ¢ikis neden/nedenleri BH ile HLA-B51 arasindaki baglantilarin
iliskisi farkh yaklasimlarla arastirilmaya devam etmektedir.

BH ile HLA-B51 arasindaki baglanti Asya toplumlarinda %81 olarak verilirken Bati
toplumlarinda %13 olarak verilmektedir (2,16). Bu konu ile ilgili olarak yaptigimz bir
arastirmada BH ile mRNA diizeyinde HLA-BS1 oranini %17 olarak saptamistik (22). Diger
bir arastirmada hastaligin siddetinin HLA-BS51’le iliskili olmadigi gosterilmistir (23).

BH’ nin gelisimine HLA-B51 molekiiliintin hangi diizeyde katkisi oldugu arastirmalar:
devam etmektedir. BH ile 1s1 soku proteinierinin HLA-B ekspresyonuna etkisinin incelendigi
bir projede 1s1 sokuna maruz birakilan BH periferik kan lokositlerinde HLA-B’nin mRNA
normal saglikli kisilere ve romatoid artritli kisilere gére daha fazla oranda oldugunu gozledik
(24).

HLA siuf I molekiilleri temel olarak yabanct antijenleri CD8+ T hiicrelerine sunarak
bagisiklik sistemini uyarirlar. BH ile HLA sinif | ailesi icinde bulunan HLA-B51 molekiilii
arasindaki iliski ile bu hastalikta temel olarak 6zgiin olmayan hiicresel yanitlarda artisin
bulunmasi hastalifin patogenezinin agiklanmasinda yeni yaklagimlarin gelismesine neden
olmustur (4). HLA smuf I molekiillerinin diger bir islevi eksprese olduklart hiicreleri
sitotoksik hiicrelerin saldirilarindan korumasidir. NK, CD8+ ve y6 TCR+ hiicrelerde eksprese
edilen ve oldiirticti immiinoglobiiline benzer reseptor (killer immunoglobulin-like reseptor,
KIR) adi verilen bir reseptor ailesinin HLA smif [ molekiillerinde korunmus bdlgelerdeki
epitoplara baglanmasi sitotoksisitenin segici inhibisyonuna neden oldugu gosterilmistir. Bu
konuyla baglantili olarak, HLA-B molekiiliinde ol-heliksindeki 77-83. pozisyonlardaki




KIR’lerinin baglandigi bolgeye karsilik gelen gen bolgesinin BH daki dagilimi arastirilmis ve
belirgin bir baglanti bulunamamistir (25).

B51’in antijene Ozgiin bolgesi analiz edilmis, ve olasihkla 8-10 amino asit
uzunlugundaki dizilerdeki antijenik peptitler rapor edilmistir. Timidilat sentetaz (aa 253-261),
guanin-niikleotid baglanma protein 3 alt birimine benzer protein 12.3 (aa 192-200), retinal S
veya bir maya proteini olan UBCS (aa 61-68) gibi otoantijenlerden ayrilan peptitler bu aday
epitoplar arasindadir. HLA-B*5101 BH ile iliskili olan HLA-B51’in major alt tipidir ve BH
ile baglantili olmayan fakat BS5’ten ayrilan HLA-B*5201°den farklidir, sadece antijen
baglanma olugunda B paketindeki 63 ve 67. pozisyonlardaki iki amino asiti farkhdir. Bu
amino asitler olasilikla peptit baglama icin dnemli baglanma rezidiileridir. Benzer sekilde,
B*5101 den 171. pozisyonda B*¥5102 ve 167. pozisyonda B*5103 farklidir. Bununla birlikte,
*5102 ve *3103 ¢ok nadir rastlanan aleller olup BH ile baglantilart olup olmadig
bilinmemektedir. Elimizdeki bu bilgilerle, aday bir “Behgetogenik™ epitopu DAIXXXXXF
olarak tanimlanan *5101 tarafindan sunulur, ve ayni epitopla iliski kurabilen *5108 ve *5109
alt tipleri son olarak BH’larinda saptanmistir. HLA-B51%e 6zgiin peptitlerin rolii ve BH nin
olusumunda HLA-B51'le simirlh CD8+ T hiicrelerinin rolti olup olmadigi giiniimiizde
bilinmemektedir. BH ile HLA-B*5201’le gii¢lii bir sekilde baglantili olan Takayasu artrit
arasindaki benzerlik ve yiiksek siklikta BH rastlandigi Japonya gibi iilkelerdeki dagilimi
dikkate degerdir. Olasilikla HLA-B*5101 ve *5201"in kendi iki amino asit degisiklikleri
nedeniyle baglanan peptitlerdeki farkliliklarin ayni cografik bolgede ¢ok farkh klinik
spektruma neden olabilecegini gosteriyor (7).

Bu projede BH ile normal saghklt kisilerin HLA-B51 gen ekspresyonunda bir
degisikligin olup olmadigimi ve HLA-B*51011 allel frekansini arastirdik. Calismamizda
kullandigimiz primer ve problarin tasarimini kendi laboratuvarlarimizda gergeklestirdik.
GenBank’tan elde edilen (Tablo-3) toplam 103 HLA sinif [ gen dizisi bilgisayar ortaminda bir
araya getirilerek karsilastirildi. HLA-BS1 bolge ¢ogaltimi vapilan primerler teorik olarak bu
gen disinda HLA-B*7801 allelini de cogaltabilmektedir. Prob-301 HLA-B51 ile *7801
allellerini ayird edebilen bir prob olmasinin disinda KIR’lerinin baglanma bdlgesine de
karsilik gelmektedir. Arastirmamizda kullanilan primer ve problarin bir kisminin Mizuki ve
arkadaslari tarafindan HLA-BS1 ile ilgili bir ¢alismalarinda kullandiklari primerlerle ayni
bolgelerde yer aldigint belirledik (20).

Primer ve prob se¢imi sirasinda HLA-B51 grubunda yer alan 34 farkli allel dizisi
temel alinnustir (21). Bu allellerin disinda HLA-B*510111 - 3101116 olarak isimlendirilen 6
alt grubunun daha oldugunu ve tiimti de BH bireylerinde bulundugu rapor edilmistir. Bu
gruptaki allelleri inceledigimizde gen diizeyinde HLA-B*51011°den baz farkliliklarinin intron
bolgelerinde yer aldigini saptadigimiz i¢in ¢alismalarimizda kullanilmamistir (18). Tablo-8
incelendiginde HLA-B*51013, *51015, *5124, *5126, *5127N ve *5128 allellerini HLA-
B*51011°den ayird edebilen herhangi bir probun ¢alismamizda kullaniimadigr goriilebilir.
Ancak kullanilan primerlerin HLA-B51 grubuna 6zgiin olmasinin yani sira genel bir prob
olarak prob301'in kullanilmasi en azindan ¢alismaya aldigimiz gruplarda HLA-B5I
frekansint  saptamamizt miimkin  kidmistir. Bu arastirmaya basladigimizda HLA-BS|1
grubunda bu kadar fazla allel tanimlanmamisti. Dolayist ile hazirlanan biitge ile bu allelleri
ayird edebilecek problari satin almamiz mimkiin olmamistir.

HLA-BS1 gen bolge ¢ogaltim primerleri kullanilarak DNA-PCR yontemi ile normal
saghiklr bireylerde (%58) ve BH olan bireylerde (%63) benzer oranlarda ¢ogaltim iiriinii elde
edilmigtir. Ayni primerlerle DNA-PCR yoéntemi ile gogaltim iiriinii elde edilen 29 normal
(%90) ve 22 hasta Ornekleri (%77) RT-PCR yontemi ile ¢ogaltim triinii elde edilmistir.
Saghikli normal bireyler ile BH grubunda gézlenen oranlarin istatistiksel olarak anlamli
olmadigi saptanmistir (P>0.22) (Tablo-7 ve -8).




Normal saghikli kisiler ve BH nin HLA-B51 ekspresyonlarinda istatistiksel olarak bir
anlam bulunmamasina karsin normal bireylerdeki %90 orant ile BH’da %77 orani arasinda
sayisal olarak belirgin bir fark bulunmaktadir. Hasta ve kontrol gruplarinin sayica az olmasi
istatistiksel olarak anlamsiz bulunmasina katkisi olabilecegini dustintiyoruz. Arastirma
grubuna aldigimiz hasta bireylerin tedavi igin kullandiklart ilaglarin HLA-B51 ekspresyonuna
etkisi olabilecegi olasiligi da gz ardi edilmemelidir. Diger bir olasilik DNA-PCR ve RT-PCR
vontemlerinde  kullandigimiz - primerlerin - HLA-B51 grubuna 6zgiin olmasi HLA-B
molekiillerinin normal ve saglikh bireylerdeki ekspresyon diizeylerindeki farkliliklar
yansitmamasindan kaynaklaniyor olabilir. Ist sokunun HLA-B ekspresyonuna etkisini
arastirdigimiz ¢alismamiz, bu bolgenin cogaltiminda HLA-B5! grubunun disindaki allelleri
de ¢ogaltabilecek sekilde tasarlanmisti (24). ki ¢alismada geliskili sonuglarin elde edilmesi
kullanilan primer setlerinden kaynaklaniyor olabilir.

B*51012, B*31022, B*5105 ve B*5115 allellerini ayird edebilecek problarimiz
olmamasina karsin, Tablo-11'de normal saghkli kisilerin prob hibridizasyon sonuglari
incelendiginde normal ve hasta gruplarindaki dagilimlarindaki  benzerlikler g6ze
carpmaktadir. Hem genel HLA-BS51 probu olmast hem de KIR baglanma bolgesine karsilik
gelmesinden dolayr prob-301 sonuglarint inceledigimizde normal (%32) ve hasta gruplarinda
(%40) benzer oranlarda pozitif oldugu goriliir. Bu sonuglar Giil ve arkadaslarmm KIR
baglanma bolgelerine karsilik gelen gen bolgelerini inceledikleri ¢alisma ile paralellik
gostermektedir (19). Diger taraftan, normal saglikh bireylerde %8 oraninda B*51011, %2
oranimda B*5115 ve B*5105 saptanirken, BH’larinda %11 oraninda B*51011, % 3 oraninda
B*5115 ve B*5129 oldugunu saptadik. Sonuglar karsilastimldiginda HLA-B51 allel
dagihmlarinda 6nemli farklar bulunmadigr gézlemledik. Ayrica B*51012, B*51022, B*5105
ve B¥5115 allellerini de ayird edebildigimizde bu oranlarin degisebilecegini goz oniinde
bulundurmamiz gereklidir.

Denizli bolgesindeki BH’da HLA-B51 orami (%40) acisindan bakildiginda Asya
toplumlarindaki (%81) orandan daha distik, Bati toplumlarindaki (%13) orandan daha
yitksektir. Buna karsin, BH'da HLA-B*51011 oranmt (%I11) agisindan bakildiginda Bati
toplumlarindaki orandan da diistik oldugunu goriiyoruz (2). Arastirmamizda normal ve hasta
gruplarinda benzer HLA-BS51 oranlari, Yunan (BH, %80; normal, %26)ve Fas (BH, %30;
normal, %15) toplumlarinda normal ve hasta gruplarinda onemli farkliliklar gosteren
bulgularla uyumlu degildir (21,25). Gul ve arkadaslar1 Tiirk BH larinda %60, normallerde
%24 HLA-B51 bulundugunu rapor etmislerdir (19). Laboratuvarimizda elde ettigimiz
oranlarla uyumlu olmamasinin yani sira, normal ve hasta gruplarindaki HLA-BS51 oranlarinda
onemli farkliliklarin bulunmasi da bulgularimizla uyumlu degildir. Bu arastirmalarda HLA-
B51 genotipinin saptanmasi PCR-SSP (polimerase chain reaction-sequence specific primers)
yontemi ile yapilmistir. Biz HLA-B51 genotipini PCR-nokta emdirim-hibridizasyon yontemi
ile saptadik. Yontemler arasi farkliliklarin bu derece farkh sonuglar vermesi dikkat ¢ekicidir.
Diger yandan, Tiirkiye nin farkli bolgelerinde (istanbul, Denizli) gergeklestirilen galigmalar
oldugu da g6z Oniinde bulundurulmahldir. Son olarak, daha Once yaptiZimiz benzer
arastirmada BH’larinda saptadigimiz HLA-B51 orani (%17) ile bu arastirmada elde edilen
oranlar birbiriyle uyumludur.

Ozetle, bu arastirmamizda BH ile normal saglikli kisilerdeki HLA-B51 ekspresyon
orantyla HLA-B51 allel dagilimlarinda 6nemli bir farklihgin olmadigini séyleyebiliriz.




Sonuc olarak;

Denizli bdlgesinde HLA-B51 grubunun dagilimlart Asya toplumlarindaki dagilimlarla
benzerlik gostermemektedir.

Boyle arastirmalarin sayica daha fazla hasta ve kontrol gruplarinda tekrarlanmasi daha
tartisilabilir bulgular elde edilebilmesini saglayabilir.

HLA-BS1 gen ekspresyonu arastirmalarinda, arastirmaya alinan kisilerin degisik
¢evresel etkenlerinin (ilag vs.) etkileri en aza indirgenmis ortamlarda, 6rnegin kiiltiire
aliman hiicrelerde gerceklestirilmesi ile sonuglarin karsilastiriimasinin daha saghkh
olabilecegi dusiincesindeyiz.

HLA smif I genlerinin promotor bdolgelerinde saptanan polimorfizm etkilerinin
incelenmesi bu konudaki bulgularin daha iyi yorumlanmasina neden olabilir.

HLA-B gen ekzonlarindaki polimorfizmlerin yani sira intron bolgelerindeki
polimorfizmlerin bu genlerin ekspresyonlarma katkist heniiz bilinmemektedir.

HLA sistemindeki olagantsti polimorfizmlerinin ve fenotipe etkilerinin ortaya
¢ikarilmasi PCR-hibridizasyon yontemleri yerine DNA dizi analiz yontemiyle
arastirtlmast daha kisa zamanda ve daha dusiik maliyetle gergeklestirilebilecegi
diisiincesindeyiz.
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Tablo-1: Behget hastalarinin klinik bulgular:.

Kisaltmalar:

HN : Hasta numaras: E ¢ Eritemanodosum A Artrit

C: Cinsiyeti OA : Oral aft Vo Vaskilit

P Paterji OL : Okiler lezyon NB : Noral bulgu

F: Follikilit GL : Genital lezyon Gl : Gastrointestinal bulgu




No | Allel Adt_| Genbank No | Baz Sayisi No_| Allel Adi | Genbank No | Baz Sayisi
| B*31011 M32319 1089 55 B*3101 M24035 1089
2 B*51012 AJ278903 1089 36 B*4201 M24034 1089
3 B*51013 AF133530 546 57 B*4402 M24038 1089
4 B*51014 AJ249937 546 58 B*4301 X61710 1089
5 B*51015 HLAOI379 1012 59 B*4601 M24033 1089
6 B*31021 M63964 1089 60 B*4701 M19756 1093
7 B*51022 L41925 1089 61 B*4801 MB4380 1098
8 B*3103 M80670 1089 62 B*4901 M24037 1089
9 B*3104 213143 1089 63 B*3001 X61706 1089
10 B*5103 AJ297934 822 64 B*5301 M38636 1089
i} B*3106 L3334 346 63 B*3401 M77774 1089
12 B*5107 X94481 546 66 B*3501 M77778 1089
13 B*3108 L32813 1089 67 B*3601 M77776 1089
14 B*3109 L'38319 346 68 B*3701 M32318 1089
i3 B*5110 AF004370 677 69 B*3801 ABO08 102 1093
16 B*SITIN | Y13366 823 70 B*3901 LO7743 1089
17 B*3112 AF023442 346 71 B*67011 L17003 1089
18 B*51131 AJO021351 546 72 B*7301 L04787 1092
19 B*31132 AFI35534 546 73 B*7801 M33375 1089
20 B*3114 AF034003 546 74 B*7802 L41214 1089
21 B*5113 AF072443 546 75 B*8201 U36492 1089
22 B*5116 AF098264 546 7 A*0101 M24043 1098
23 B*3117 AF136395 546 77 A*0201 MB1379 1098
24 B*3118 AI33775 546 78 A*0501 U32184 1098
23 B*3119 AJ238971 346 79 A*H0] X131 [411
26 B*3120 AF140861 546 80 A*2301 M64742 1098
27 B*3121 AF176079 346 i A*2402 M64740 1098
28 B*3122 AF248061 346 82 A*2501 M3232) 1098
29 B*3123 AF226844 546 3 A*2601 U32184 1098
30 B*3124 AJ276993 546 84 A*2902 X60108 1095
31 B*3126 AY016209 546 83 A*3001 M30376 1098
32 B*3{27 AF363789 546 86 A*3202 X97120 1098
33 B*3128 HLAOI537 346 87 A*330] M30380 1098
34 B*3129 HLAOT368 822 88 A*3401 X61704 1098
33 B*0801 M24036 1089 &9 A*3601 N6ET700 1098
36 B*1301 M24073 1093 90 A*4301 X61703 1098
37 B*1303 L14043 103 91 A*6601 X61711 1098
38 B*1401 M24040 1089 92 A*7401 X61701 1098
39 B*1511 L1604 1089 93 CW*0102 | M84171 1101
40 B*132y L32862 1098 94 CW*0201 | M24030 1101
41 B*1801 M24039 1089 93 CW*0302 | M84172 1101
42 B*2201 AF179658 1089 96 CW*0401 | M84386 1100

3 B*2702 L383564 1089 97 CW*0801 | M84174 1101
44 B*2711 D83043 1100 98 CW»12021 | M28171 1101
43 B*3501 U11263 968 99 CW*1402 1 U06487 1101
46 B*35012 L+42281 1089 100 TCW*I1601 JU41420 1101
47 B*3502 U30936 1089 101 TCW*701 | X98742 1119
43 B*3311 L40399 1089 102 1CW*I1801 | X96382 1101
49 B*3513 L 30904 1089 103 1G*01012 | M32800 1309
30 B*3531 AF1705377 1089
Sl |B*3701 M32520 1093 Tablo-2:  Arastirmamizda  HLA-B5|1
52 |B3801 L3639 1089 geniile  kargilasurma  yaptigimiz
23| B43901 M94032 1089 allellerin listesi.
hE B*4001 1 U03698 1089
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KODU | NUKLEOTID BAZ DiZiSi (5—53') | uG/OD | NMOL/OD TM(C) | TM(°C)®
132" | CCG CTT CAT TGC AGT GGG C 34.3 5.92 60.5 60,5
671° | GTG GCC TCA TGG TCA GAG AC 31,9 5.19 583 58,3
263 | CAC AGA TCT TCA AGA CCA A 30,2 5.25 54 50,3
301 | AACCTG CGG ATC GCG CTC CG 33.7 5,54 68 65.9
351 | CAC TTG GCA GAC GAT GTA TG 315 5,12 60 54,4
404 | GCG GGC ATA ACC AGT ACG CCT| 313 3.18 102 715

ACG ACG GCA AA
524 | GTG AGG CGG AGC AGC TGA G 31.2 5.24 64 61,2
542 | GAGCCT ACC TGG AGG GCC T 33.0 5.67 64 61,7
568 | GAG TGG CTC CGC AGA CAC C 32.4 5,60 64 61.1

Tablo-4. HLA-B3
I. HLA-BS

2. HLA-B51 bélge ¢ogaluminda kullamilan 3° primeri
3. Oligoniikleotit tiretici firma tarafindan 50 mM NaCl varhifinda verilen degerler

1 genotiplendirilmesinde kullanilan primer ve problar.
I bdlge ¢ogaltminda kullanilan 5° primeri
|

Kiinik bulgular Erkek Kadin Toplam
Sawvi Yo

Sayi 23 12 33 100

Yo 66 34 - -

Paterji + 4 5 9 26
- 19 7 26 74

Follikiilit + 13 6 21 60
- 8 6 14 40

Eritemanodosum + 7 6 13 37
- 16 6 22 63
Oral aft + 23 12 33 100
Okiiler lezvon + I 5 16 16
- 12 7 19 54

Genital lezyvon + 18 8 26 74
- 5 4 9 26

Artrit + 12 3 I35 43
- I 9 20 57

Vaskiilit + 2 3 b 14
- 21 9 30 86

Noral bulgu + ! - | 3
- 22 12 34 97

Diger + - | I 3
- 23 1 34 97

Tablo-5: Caliymaya ahinan BH nin degerlendirilmesi.




Hastahgin tipi Erkek Kadin Toplam
Sayl % Savi % Sayi %
Mukokutanoz tip 6 26 6 50 12 34
Ara tip 5 22 ! 8 6 17
Agir tip 12 52 5 42 17 49
Toplam 25 - 12 - 35 -

Tablo-6: Behget hastalarinin klinik bulgularina gére gruplandiriimas:.

Ekzon | . latgesggtca cggegeeecy aaccgtecte ctgetgeet gugggzcagt geecctgace
61 vacacctage coo

Ekzon 2 74 gctcecacte catgaggtat ttetacacey ceatgteecy gc ccggeeyce ggggagee c¢
134 getteattge agtggac tac gtggacgaca cecagiicgl sageticgac agegacgecg

194 cgagtecyag gacggagcee cpsuceccat veata 2€a guagggacce gagtattgey

[
t
£
l’)
(I..
s
£

da cac acagatcette 4agacceaa ca cacagacia ccgagay aae CIOCU"dtLg

]

314 egeteeg cta ctacaaccag agegaggecy

i1

Ekzon 3 . 345 ggrcica cac ttggeagacg atglatg gct geuacgizey secguacyyy cecetectee

405 geggucataa ceagtacgec tacgacggea aagatiacat coccetuaac gaggacctga

22AC CLCLICLRAC ACCZCLLCIC AYAICACTTA YCLCAALILY LAYECLLCec

L
(3%
(v
F2
-
]
=4
FQ

20224 geagetgaga geetacetgg agggect gty gty gagtgg cteegeagac

385 ac ctggagaa ceguaaveas acgctgcaygc geecyz

Ekzon 4 620 accecccaaa gacacacgty acceaccace oc gtetetoa ceatgagace ag cctgagat
680 getgggcect gggetictac cetge Cggaga teacactgac clyycagegy gatggcgage

740 accaaactea ggacactgag cltgtgeaga ccagaccaze agyagataga accticcaga
800 agtyggcagce tetggteaty cctictggag aagageagay atacacatgc catgtacage
860 atzaguguct geegaageee cteacccetga gatgay

Ekzon 3 897 ayccatctic ceagtccace atccecateg tgggeattgt tactggccty getgtectag
957 cagtigtpet catcggaget gtegtegcta ctgtgatgte tageagyaay agcteag

Ekzon 6 1014 gtezanaauy agggagetac tctcagactg cat

Ekzon 7 1038 ccagegacag tgeccaggec tetgatgtet cteteacage nzaaaay

Tablo-7: Arastirmada kullanilan primer (koyu ve alti ¢izgili) ve problarin (koyu) HLA-
B*51011 geni tizerindeki verlesimleri,




Baz No: PCR | RT-PCR| Prob Prob Prob Prob Prob Prob Prob
132-671 | 132-671 263 301 351 404 524 542 568
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Tablo-8: Primer ve problarin HLA-B*5101 1ile diger HLA-BS1 allellerini
ayird edebildikleri bolgeler.




Orpek DNA- RT- Prob Prob Prob Prob Prob Prob Prob HLA
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Tablo-9 : Normal saglikli kisilerden elde edilen bulgular.




Ornek | DNA- RT- Prob Prob | Prob | Prob | Prob | Prob Prob | HLA
No PCR PCR 263 301 351 404 324 542 568 -B*
] + - - + + + . + + 9
2 i - - R * - - + + 51011
3 + 2 - + + + - - + 9
4 + - - + - - - - 9
5 - - : + - : - : : >
6 - - . - - - - - - -
7 - . - - - - - - - -
8 + - - + - - - - - 9
9 + - - - - - . - - -
10 - - - - - - - - -
M + - - + + = - + + 51011
12 + - - + - - - + - 9
I3 + - - - - - - + - e
14 - 7 - + - - - + - 9
I3 + - - - - - - - - ?
16 + - - - - - - - - -
17 + - - + - - + + ?
I8 * - - + + - - + - 5113
19 * - - * + - - + + 51011
20 + - - - - - - + + 2
21 - - - * * - B - | 519
22 + - - - - - + + ?
23 - - - - - - - - - -
24 - - - - - - - - -
23 - - - * - - - - - ?
26 - - - - - - - - - -
27 - - - - - - - - -
28 - - - - - - - + + [ 5101
29 - - - - - - . - . -
30 - - - - - - - - -
31 - - - - - - - - - -
32 - - - - - - - - -
33 - - - - . ) Z * 3 3
34 - - - - - - - - - -
35 - - - - - - - - -

Tablo-10: BH larindan elde edilen bulgular.

DNA- | RT- 263 301 351 404 1 524 542 568
PCR PCR* [Sayi % | Sayt % | Sayi % Sayt % [ Savi % | Sayi % Sayt %
Normal| 29 158 122190 |18]36 1632131261 9 I8 1 1312619 (38|12]24
BH 22163117177 1414014740 8 [23[8 [23] 9 [26] 14140110129

Tablo-11: Normal saghkli birevler ile BH da PCR ve prob hibridizasyonda pozitif sonuclarin

degerlendirilmesi.
* Normal: 22/29; BH:22/17, PCR 'da pozitif sonug alinan degerle temel ablinmistir,




SEKILLER




Sekil-1: BH “larmm DNA 6rekleri ile ger¢eklestirilen PCR sonuglart (DNA-PCR).

339 be

Sekil-2: BH “larmin mRNA 6rnekleri ile gergeklestirilen PCR sonuglar (RT-PCR).




Sekil-3: DIG ile isaretli prob 301 ile yapilan hibridizasyon.
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