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Yiiksek Lisans Tezi

CD247 Genine Ait rs858554 ve rs704848 Polimorfizmlerinin
Immiin Trombositopenik Purpura Hastalig: ile iliskisi

T.U. Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoteknoloji ve Genetik Anabilim Dali

OZET

Immiin Trombositopenik Purpura (ITP), trombositlere karsi olusan otoantikorlar
nedeniyle trombositlerin par¢alanmasi ve ortadan kaldirilmasi sonucu trombositopeni
gelismesi ile karakterize edinsel bir hastaliktir. ITP hastaligmin otoimmiin
mekanizmalar sonucu gelistigi bilinmesine ragmen hastaligin kesin sebebi heniiz tam
olarak bilinmemektedir. Trombositler kanama bélgesinde bir tikag olusturarak
kanamanin engellenmesinde rol oynamaktadirlar. Kanama olan bélgelerde birbirine
yapisarak fizyolojik bir tikag olustururlar. ITP ¢ocuklarda gogunlukla bir enfeksiyon
hastaligt ya da as1 uygulamasi sonrasinda aniden ortaya c¢ikmakta, kisa siirede
kendiliginden iyilesmektedir. Fakat yetiskinlerde ITP genelde kronik bir hastalik
seklinde ortaya ¢ikmaktadir. Bu sebeple yetiskin ve ¢ocuk hastalarda hastaligin tedavisi
farkliliklar gostermektedir. Giiniimiiz sartlarinda ITP tanisin1 kesinlestirecek bir
laboratuar testi mevcut degildir. ITP tans1 ilk olarak diger trombosit diisiikliigiine neden

olan faktorlerin diglanmasi ile konmaktadir.

ITP hastalari ile saglikli kontroller arasinda yapilan karsilastirmalarda T
hiicreleri ve sitokin profillerini i¢eren bir¢ok immiin parametrede farkliliklar oldugu
bildirilmigtir. ITP hastalarinda kontrollere gére T ve NK hiicre sayilarinda artis

gozlenmezken, hiicre aktivitesinde ve fonksiyonlarinda azalma oldugu bildirilmistir. T



ve NK hiicrelerindeki aktivite azalmasi, B hiicreden otoantikor yapiminin
tetiklenmesine neden olabilir. Ciinkii T hiicrelerinin B hiicre fonksiyonlar1 {izerinde
diizenleyici etkiye sahip oldugu ozellikle antikor yapim mekanizmalar1 iizerinde rolii
oldugu bilinmektedir. T hiicre reseptorii sinyal yolaklarindan kaynaklanan aksakliklarin
ITP patogenezindeki yeri heniiz tam olarak agia cikartilmamistir. Bu baglamda
yapilacak ¢alismalar ITP patogenezinin agia ¢ikartilmasina katkida bulunacaktir. Bu
tez calismasinda T hiicre reseptdriiniin antijenine baglandiginda hiicre igine sinyal
iletimi yapan CD3 =zeta zinciri genindeki polimorfizmler arastirilacaktir. Bu gen
tizerinde bulunan bu polimorfizmlerin romatoid artrit ve sistemik lupus eritematozus
gibi otoimmiin hastaliklarin patogenezine katkisi olabilecegi yapilan ¢aligmalar ile ileri
siiriilmiistiir. ITP gelisimine otoantikorlar sebebiyle trombosit yikimi1 neden olmaktadir,
bu nedenle otoimmiin bir hastalik olarak kabul edilmektedir. Otoimmiin hastalik
temelindeki otoantikor yapim siiregleri T hiicre sinyal iletisindeki bozukluklar nedeniyle

olabilir.

Calisma kapsaminda 55 ITP’ li, 53 saglikli kontrol grubu olmak iizere toplam
108 goniilliiden kan alinmistir. Gruplarin DNA izolasyon islemleri QIAGEN EZ1
Advanced XL (Seri No: L122A1010) DNA izolasyon cihazinda yapilmistir. Real-
Time PCR analizleri ise AB Applied Biosystems PCR cihazinda yapilmistir (Seri No:
2720010807). Test analizleri IBM istatistik programinda yapilmis olup ¢alisma
yaptigimiz gruplar arasinda rs858554 ve rs 704848 polimorfizmleri igin ITP

patogenezi agisindan anlamli bir fark bulunamamistir.

Calisma kapsaminda saglikli kontrol gruplari ile ITP hastalarindan elde edilen
veriler Kkarsilastirilmis ve incelenen polimorfizmlerin hastalifin patogenezine

dogrudan katkisinin olmadig1 tespit edilmistir.

Yil : 2018
Sayfa Sayis1 . X+56
Anahtar Kelimeler : ITP, Otoimmiinite, Immiin Sistem, Trombosit, CD247,
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The association of CD247 gene rs858554 and rs704848 polymorphisms with Immune
Thrombocytopenic Purpura Disease
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ABSTRACT

Immune (idiopathic) Thrombocytopenic Purpura (ITP) is an acquired disorder
characterized by thrombocytopenia due to destruction and removal of platelets caused
by antiplatelet autoantibodies. Although it is known that ITP develops by autoimmune
mechanisms, the precise cause of the disease is not fully known yet. Platelets play an
essential role to stop bleeding. They form a plug by sticking each other in the bleeding
areas. ITP usually occurs acutely in children after an infection or vaccination and tends
to recover spontaneously in a short time. Whereas ITP is usually a chronic disease in
adults. Therefore treatment approaches differ in adults and children. Currently, there is
no laboratory test to confirm the diagnosis of ITP. The diagnosis of ITP is primarily
based on the exclusion of other causes of thrombocytopenia. Comparisons between ITP
patients and healthy controls have reported differences in many immunological
parameters including T cells and cytokine profiles. It has been reported that there is no
increase in number of T and NK cell, but there is a decrease in cell activity and function
in ITP patients compared with controls. Decreased activity in T and NK cells may
trigger production of autoantibodies by B cells. Because it is known that T cells have a
regulatory role on B cell functions, especially on antibody production mechanisms. The
role of disruptions caused by T-cell receptor signaling pathways, in the pathogenesis of

ITP has not been fully elucidated yet. Studies in this area will contribute to the



clarification of pathogenesis of ITP. In this thesis study, we investigate polymorphisms
in CD3 zeta-chain gene that transmit signals into the cell when it binds to T cell
receptor antigens. It has been suggested that these polymorphisms on this gene may
contribute to the pathogenesis of autoimmune diseases such as rheumatoid arthritis and
systemic lupus erythematosus. Because destruction of platelets due to autoantibodies
causes ITP, it is considered as an autoimmune disease. Autoantibody production

processes that cause autoimmune disease may be due to impairment in T cell signaling.

Blood samples were collected from 55 ITP and 53 healthy controls, a total of 108
volunteers. DNA isolation of the groups was performed on the DNA isolation device
QIAGEN EZ1 Advanced XL (Serial No: L122A1010). Real-Time PCR analyzes were
performed on the AB Applied Biosystems PCR (Serial No: 2720010807). Test analysis
was performed in IBM statistics program and no significant difference was found
between the groups in the pathogenesis of ITP for rs858554 and rs 704848

polymorphisms.

In the study, the data obtained from healthy control groups and ITP patients were
compared and it was determined that the investigated polymorphisms did not directly
contribute to the pathogenesis of the disease.

Year : 2018
Number of Pages . X+56
Keywords . ITP, Autoimmunity, Immune System, Platelets, CD247,
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BOLUM 1

1.1. GIRIS

Immiin Trombositopenik Purpura (ITP), trombositlere kars1 olusan otoantikorlar
nedeniyle trombositlerin parcalanmasi ve ortadan kaldirilmasi sonucu trombositopeni
gelisimi ile karakterize bir hastaliktir. Trombositopeni trombosit sayisindaki diisiis
olarak tanmimlanmaktadir. Patogenezinde megakaryositlerden trombosit iiretiminde
bozuklukta goriilmektedir. ITP hastaligmin otoimmiin mekanizmalar sonucu gelistigi
bilinmesine ragmen hastaligin kesin sebebi heniiz tam olarak bilinmemektedir

(Rodeghiero vd., 2009).

Immiin sistemimiz viicudumuza yabanci organizmalar1 (bakteriler, viriisler,
timor hiicreleri vb. ) tantyarak onlari antikor adi verilen maddeler ile isaretlemektedir.
Antikorlar ile isaretlenmis hiicreler savunma sSistemi hiicreleri tarafindan yok
edilmektedir. ITP’ de tam olarak heniiz tam olarak bilinemeyen bir sebeple bagisiklik
sistemi trombositleri yabanci olarak algilayarak onlara saldirmaktadir. Trombositlere
Ozgli antikorlar trombositleri isaretleyerek trombositlerin dalak gibi savunmada goérev

alan organlarda par¢alanmasina yol agmaktadir.

Calisma kapsaminda ITP hastaliginin CD247 genine ait rs858554 ve rs704848
polimorfizmleri ile iliskisi aragtirilmistir. Caligmaya 55 hasta, 53 kontrol grubu olmak
tizere toplam 108 wverici gerekli bilgilendirmeler yapilarak ve onam brosiirleri
onaylatilarak dahil edilmistir. Calismanin bu amac¢ dogrultusundaki ilk hedefi 6ncelikli
olarak CD247 genine ait rs858554 ve rs704848 polimorfizmlerinin hasta ve saglikl
kontrol grubundaki dagilimlarini tespit etmektir. Gruplardan elde edilen veriler ile
yapilacak istatistiki karsilastirma sonucunda belirtilen polimorfizmlerin  ITP
patogenezindeki yerini agiklamaya yonelik bulgu elde edilmesi planlanarak ¢aligmaya

baglanmustir.



ITP hastalar1 ile saglikli kontroller arasinda yapilan karsilastirma calismalarinda
T hiicreleri ve sitokin profillerini igeren bir¢ok immiin parametrede farkliliklar oldugu
bildirilmistir. ITP hastalarinda kontrol gruplarina gére T ve NK hiicre sayilarinda artis
gozlenmezken, hiicre aktivitesinde ve fonksiyonlarinda azalma oldugu bildirilmistir. T
ve NK hiicrelerindeki aktivite azalmasi, B hiicrelerinden otoantikor yapiminin
tetiklenmesine neden olabilmektedir. Ciinkii T hiicrelerinin B hiicre fonksiyonlari
lizerinde diizenleyici etkiye sahip oldugu ozellikle antikor yapim mekanizmalar

tizerinde rolii oldugu bilinmektedir.

T hiicre reseptorii sinyal yolaklarindan kaynaklanan aksakliklarm ITP
patogenezindeki yeri heniiz tam olarak agiga g¢ikartilmamistir. Bu konuda yapilacak
calismalar ITP patogenezinin a¢ifa cikartilmasina katkida bulunacaktir. Bu tez
calismasinda T hiicre reseptoriiniin antijenine baglandiginda hiicre icine sinyal iletimi
yapan CD3 zeta zinciri genindeki polimorfizmler arastirilmistir. Bu gen iizerinde
bulunan bu polimorfizmlerin romatoid artrit ve sistemik lupus eritematozus gibi
otoimmiin hastaliklarin patogenezine katkisi olabilecegi yapilan calismalar ile ileri
siiriilmiistiir. ITP gelisimine otoantikorlar sebebiyle trombosit yikimi1 neden olmaktadir,
bu nedenle otoimmiin bir hastalik olarak kabul edilmektedir. Otoimmiin hastalik
temelindeki otoantikor yapim stiregleri T hiicre sinyal iletisindeki bozukluklar nedeniyle
olabilmektedir. Calisma kapsaminda saglikli kontrol gruplari ile ITP hastalarindan elde
edilecek veriler karsilastirilarak incelenmis ve g¢alisma kapsaminda degerlendirilen

polimorfizmlerin hastaligin patogenezi ile iligkisi aragtirilmistir.

Deri, goz rengi, boy uzunlugu gibi fiziksel goriiniimde etkili olan polimorfizmler
fiziksel polimorfizm’ lerdir. Protein, enzim, antijen gibi molekiiller iizerinde etkili olan
polimorfizmler biyokimsal polimorfizmler’ dir. Bunlar kan grubu, Glucose-6-
phosphate dehydrogenase (G6DP) aktivitesi gibi olaylart etkilemektedirler.
Kromozomlarin morfolojik 6zelliklerinde degisiklige neden olan polimorfizmler ise
kromozomal polimorfizm’ lerdir. Bunlarda satellit boyutunda degisiklik, Y
kromozomunun uzun kolunun boyunda degisiklik ve sentromerik heterokromatin
boyutunda degisikliklere neden olabilmektedirler. DNA diizyinde niikleotid degisimleri
ise DNA polimorfizmi olarak adlandirilmaktadir. Genel anlamda polimorfizm terimi
DNA polimorfizmi igin kullanilmaktadir. Insan genomundaki genlerin ¢cogu polimorfik

ozelliktedir. Dolayisiyla ayni lokusta iki ya da daha ¢ok farkli alel bulunabilmektedir.



Bu nedenle bir toplulukta farkli alellere bagli iki ya da daha fazla fenotip
goriilebilmektedir. Genetik ¢esitlilik orani yiiksek oldugu i¢in iki farkli insanin genetik
olarak birbirinin aynis1 olmasi tek yumurta ikizleri disinda miimkiin degildir

(Nussbaum, Mcinnes ve Willard, 2015).

Polimorfizmler igerisinde dnemli bir yere sahip olan SNP’ ler (Single Niikleotid
Polymophysim, Tek Niikleotid Polimorfizmi) epidemiyolojik ve biyokimyasal
arastirmalarda saglikli kontrol grubu ile hasta gruplar karsilastirilarak kullanilmaktadir.
Gilinlimiizde kanser, Alzheimer, migren vb. bir¢ok hastalik ile iliskilendirilmis ve
profilleri ¢ikartlmis SNP mevcuttur. Bu hastaliklarla ilgili yapilan calismalarda
dogrudan calisma grubu, hazir hastalik profilleri ile kiyaslanabilmekte ve tani ya da

yatkinlik belirleme ¢aligsmalari kolayca yapilabilmektedir.

Polimorfizmler, herhangi bir hastalik ya da patolojik durumla dogrudan iliskili
olmamakla birlikte genellikle protein kodlamayan (intron) DNA dizilerinde yer

almaktadir. Polimorfizmlerin ¢ogu klinik olarak ortaya ¢ikmayabilir.

Laboratuvar g¢aligmalar1 sonrasinda yapilan analizler ve istatistik caligsmalari
neticesinde rs858554 ve rs704848 polimorfizmlerinin ITP hastaliginin patogenezi ile

dogrudan iliskili olmadigi tespit edilmistir.



BOLUM 2

2 KAYNAK OZETLERI

2. 1. immiin Sistem ( Bagisiklik Sistemi)

Immiin sistemin gorevi konak bireye yabanci olan organizmalar1 tanimak ve onlara
kars1 bir bagisik yanit olusturmak {izere reaksiyona girmektir. Bagisiklik sisteminde
ozellikle T ve B lenfositler gorev almaktadir. Lenfositler karsilastiklar1 yabanci

maddelere kars1 {i¢ tip reaksiyon vermektedirler (Abbas ve Lichtman, 2005).

1. Lenfositler (6zellikle CD4 T lenfositler) tolerojenik  antijenlerle
karsilagtiklarinda ya islevsel yanitsizlik gostermekte (anerji) ya da apoptoz
sonrasinda lmektedirler (immiin Tolerans).

2. Lenfositler immiinojenik antijenlerle karsilastiklarinda aktive olarak bu yabanci
antijenlere kars1 bagisik yanit olusturmaktadirlar.

3. Lenfositler non-immiin antijenlerle karsilastiklarinda ise antijeni yok
saymaktadirlar.

Immiin sistemin amaci viicuda giren yabanci maddeleri engellemek ve varsa
hastalik etkenlerini yok etmektir. Bagisiklik sistemi hiicrelerinin yabanci maddelerle
reaksiyon gostererek olusturduklari cevaba “immiin yanit” adi verilmektedir. Bu

sistemi inceleyen bilim dali ise “immiinoloji” adin1 almaktadir.

2.1.1. Dogal ve Kazanilmis Bagisikhk

Immiin sistem yabanci maddelere kars1 dogal ve kazanilmis bagisiklik yolu ile
savunma gergeklestirmektedir. Cizelge 2.1° de dogal ve kazanilmig bagisiklikta hiicresel

ve hiimoral bagisiklik elemanlar1 goriilmektedir.



Cizelge 2.1. Immiin sistem

Hiicresel Immiinite Hiimoral Immiinite

Dogal — Makrofajlar — Komplemanlar
Bagisikhik — Dogal Oldiiriicii — Plazma Proteinleri

Hiicreler (NK)
Kazanilms — Yardimc1 T — B Hiicreleri
Bagisikhik Hiicreleri — Plazma Hiicreleri

— Sitotoksik T
Hiicreleri

2.1.1.1. Dogal Bagisikhik (Innate)

Dogal bagisiklik hiicresel ve biyokimyasal mekanizmalar araciligr ile
mikroorganizmalara ve hasar almis dokulara karsi bir bagisik yanit olusturmaktadir.
Neredeyse biitliin canlilarda ¢esitli dogal bagisiklik mekanizmalar1 gorev almaktadir.
Dogal bagisikligin oncelikle gorevi viicuda yabanci olan organizmalart tanimak ve
onlara kars1 bir bagisik yanit olusturmaktir. Dogal bagisiklik konaga ait olan yapilar ile
konaga ait olmayan yapilar1 birbirinden ayirt etmekte fakat bu mekanizma antijene
0zgil olarak islememektedir. Mikroorganizmalarin yapisinda bulunan ve evrimsel
olarak korunan temel molekiilleri hedef alarak gorev yapmaktadir (Mannoz,

lipopolisakkarit vb.).

Dogal bagisiklik yabanci mikroorganizmalara karst hizli yanit vermekte fakat bu
reaksiyonlar i¢in bir hafiza olusturmamaktadir. Kompleman sistem elemanlari, akut faz
proteinleri ve sitokinler gibi bazi1 kimyasal medyatorlerde dokularin patojenlerin

invazyonundan korunmast igin olusan inflamatuvar yanitta gérev almaktadirlar. Immiin



cevabin hizli olmasi ve erken olusmasi bu cevabin 6zgiilliiglinii ve uyarlanmis olmasin

engellemektedir (Kiligturgay, 1994).

Dogal bagisiklik sisteminin cevap kanallarinin dagimnik olmasi ve 06zgiil
olmamasi sebebiyle bu immiin cevap sirasinda yakin dokularda bir miktar hasar
meydana gelebilmektedir. Ozgiilliik olmasada dogal bagsiklik oldukga etkili olup
genellikle mikrobik yayilmalardan viicudu korumakta ve patojenleri yok etmektedir.
Mikroorganizmalarin hastalik yapma yetenekleri genel olarak dogal bagisikliktan

kacabilme ve ona kars1 dayaniklilik yeteneklerine bagl olarak degismektedir.

Dogal bagisiklikta;

— Fiziksel bariyerler ve epitel tabaka: Antibiyotik peptitler, mukus, deri, mide asidi
vb.

— Fagositik hiicreler: Monosit, makrofaj, nétrofil ve NK hiicreleri

— Kompleman igeren kan proteinleri

— Sitokinler etkili olmaktadir.

2.1.1.2. Kazanmilmis Bagisikhk ( Edinsel, Adaptif)

Dogal bagisiklik elemanlarmi bir sekilde atlatarak viicuda giren yabanci
mikroorganizmalar edinsel bagisiklik mekanizmasini harekete gecirmektedir. Sekil 2.1
ve Cizelge 2.2’ de dogal ve kazanilmis bagisiklikta yanit sekilleri ve bu iki bagisiklik
tipi arasindaki farklar goriilmektedir.

Edinsel bagisiklik mekanizmasi elemanlari ise;

— T lenfositler

— B lenfositler

— Antikorlar

— Antijen sunan hiicreler (APC)
— Sitokinlerdir.

Edinsel bagisiklikta bagisik yanit daha uzun siirede olugsmakta ancak bagisiklik
bir hedef antijene 6zgii olmakta ve sonrasinda bir hafiza olusturarak daha sonra ayni

antijenle viicut karsilastig1 zaman daha kisa siirede bir bagisik yanit olusturmaktadir.



Edinsel bagisikiik

Dodal bagisikiik
ngﬂlll']k Mikroplarin siniflari patojen-iliskli molekiler
ﬁrgﬂ\er? ve hasarll hcreler (hasar-iHFkiH
molekiler Grotiler) tarafindan paylagilan yapilar
Farkh
mikmpar’{
Benzer
mannoz H[
reseptorleri
Reseptorler Germline icinde kodlama; sinirl gestilik
(Orgt tanyan reseptorler)
Tl Mol pannoz Conci
benzeri &/ MEON recentir - reseptir
resepior  reseptor
Reseptorlerin | Klonal olmayan; Ayni dizine ait hicreler zerinde
dalimi S reseptarler
07 olan ve Euet; lsaqu[lj(h G{Jnalhglﬂrel(i(r'i Izamnrrlmz veya |t|1unlar
ylizeylerinde dogal bagusikitk yanitlar engelleyici
Olmayan ayinm molekuler tagirlar

Mikrobiyal molekillerin (antijenler)
yapisal aynntilart icin; mikrobiyal
olmayan antijenler! taniyabilir
Dedisik

oA

molekilleri

Farkli
mikroplar

Gen segmentlerinin somatik
rekombinasyonu ile olugan genler
tarafindan kodlanir, daha faza esitilik

Y
(Y1

Klonal: Farklr 6zqillige sanip
lenfosit klonlan yiizeylerinde farki
reseptorler sergilerfer

Evet; Oze tepkili lenfositlere
arst segime dayanir; mikemmel
olmayabilir (otoimmniteye
neden olabilen)

Sekil 2.1. Dogal ve edinsel bagisikligin 6zgiilliigli ve reseptorlerine ait dnemli

ozellikler (Abbas ve Lichtman’ dan aktaran Camcioglu ve Deniz 2007).

Hiicre i¢i ve hiicre dis1 patojenlere karsi iki tip kazanilmis immiinite devreye

girmektedir. Hiicre i¢i patojenlere karst hiicresel immiinite 6zellesmis T lenfositler

tarafindan olusturulmaktadir. Hiicre dis1 patojenlere

lenfositler adi

tarafindan tretilen “antikor”

saglanmaktadir.

kars1 ise hiimoral immiinite B

verilen molekiiller aracilig




Cizelge 2.2. Dogal ve Edinsel Immiinite Karsilagtirmas:

Dogal Bagisikhik Edinsel Bagisiklik

Fiziksel Bariyerler

Deri ve mukoza -

Hiicreler
Notrofil, Monosit/Makrofaj, T ve B lenfositler
NK hiicreleri
Soluble Faktorler
Kompleman Proteinleri Immiinglobulinler
Akut Faz Proteinleri Sitokinler

Sitokinler
Enzimler

Gelisme Siireci

Hizli gelisir (saat) Yavas gelisir (giin)

Antijene Spesfiklik Durumu

Antijene spesifik degil Antijene spesifik

Hafiz Olusturma
Yok Var

2.1.2. T Lenfositler

Kemik iliginden koken alan T lenfositler timusta geliserek immiin sistemde
gorev yapabilecek diizeye erismektedirler. T lenfositler gelisimleri esnasinda timusta T
hiicre reseptorii (TCR) kazanmaktadir. T lenfositler timusta 6z (self) antijenleri yabanci
antijenlerden ayirt edebilme yetenegi kazandiktan sonra periferik dolasima
gecmektedirler. Olgunlasan T hiicrelerinin bir kismi1 CD4 bir kismida CDS8 yiizey
molekiilii tagimaktadir. Periferik kanda bulunan lenfositlerin biiylik bir kismi1 CD4
yiizey antijeni tagiyan T lenfosit seklinde bulunmaktadir. CD4 molekiilii tasiyan T
lenfositler Yardimer T lenfositler (Th, T helper), CD8 molekiilii tasiyan T lenfositler
(CD8+ T) ise Sitotoksik T lenfositlerdir (Sekil 2.2). T lenfositler immiin cevap sirasinda

anahtar rolii oynamaktadirlar (Janeway, Travers ve Walport, 2005).



1. Stimulator cell
expressing class | MHC
presents antigen (@)
to a pre-cytotoxic T cell

2. Antigen-presenting
cell presents
antigen in association with

class Il MHC to
3.CD4+ T cell ‘ CD4+ T cell
makes cytokines
IFN
IL-2
efc
4. Pre CTL

differentiates to
functional CTL

6. Target cell
5.CD8 CTL recognizes is lyzed
class | MHC-expressing target

cell that displays antigen

Sekil 2.2. CD4 ve CD8 Yiizey Molekiilii Tagiyan T lenfosit Tipleri (Abbas ve
Licthman, 2007, s: 292)

T Lenfosit’ ler;

— Yardimci T Lenfosit
— Sitotoksik T Lenfosit

— Diizenleyici T Lenfosit alt gruplarindan olugsmaktadir.

Hiicre i¢i patojenlere karsi immiinitede sitotoksik T lenfositler gérev almaktadir.
Patojen ile enfekte olan hiicre ylizeyinde patojeni tanitan reseptdrler ortaya ¢ikmaktadir.
Bu reseptorleri taniyabilen, yalnizca o reseptorlere 6zgii olan sitotoksik T lenfositler
reseptorler ile temas etmektedir. Reseptorle temas eden T hiicresi enfekte hiicreye 6liim
sinyali gondermektedir. Bu 6liim sinyali sonrasinda konak hiicrenin 6liimii sonrasinda
enfeksiyon temizlenmektedir. T lenfositler ve ilgili reseptorler anahtar kilit iliskisi ile
birbirine baglanmaktadir.

T hiicrelerin gerekli immiin yanit1 olusturabilmeleri i¢in antijenin uygun sekilde
sunulmasi ve bu antijenleri taniyabilmeleri gerekmektedir. T lenfositler antijeni TCR (T
hiicre reseptorii) ile tanimaktadirlar. TCR’ ler 6zgiil bagisik yanit olusturulmasini
saglamaktadir. TCR’ ler tasidiklart polipeptid zincirine gore gruplandirilmaktadir.
Periferik kanda bulunan T lenfositlerin biiyiik bir kism1 (%90- 95) TCRaf} tasimakta ve
antijen ile iligkileri MHC bagimli olmaktadir. TCRaf hiicreler CD4 veya CDS yiizey

molekiilii tasimakta ve immiin yanitla dogrudan ilgilenmektedirler. T hiicrelerin kiiciik



bir kismida (%10- 15) TCRyd tasimaktadir. Bunlar epiderma ve mukozal yiizeylerde
yogun olarak bulunmaktadirlar. TCRyd’ lerin antijen tanimalar1 MHC bagimh

olmamaktadir.

2.1.2.1. T lenfositler Tarafindan Antijenlerin islenmesi ve Taninmasi

Antijen sunan hiicreler pinositoz ve fagositoz yolu ile aldiklari antijenleri
vakuollerinde parcalamaktadirlar. 10-15 aminoasitlik parcalara ayrilan antijen
pargaciklar1 HLA (Human Leukocyte Antigen; insanldkosit antijenleri) ile baglanarak

hiicre ylizeyine tasinmakta ve T hiicrelerine sunulmaktadirlar.

HLA molekiilleri immiin sistemin efektor hiicrelerinden T lenfositlere antijen
sunumu yapmakta ve antijene 0zgli immiin cevabin olusmast i¢in ilk adim
atmaktadirlar (Sekil 2.3). Eger antijen sitoplazma igerisinde serbest halde bulunmakta
ise proteozomlar tarafindan 8- 9 amioasitlik pargalara ayrilarak TAP (Transport Antigen
Processing) molekiilleri ile endoplazmik retikuluma tasinmakta ve sonrasinda MHC
sinif I molekiillerine baglanarak onlar araciligi ile T hiicrelerine sunulmaktadir (Jr

Janeway, Travers ve Walport, 2005).
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Cytokines Effector macrophage
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: Memory
cD8*
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Sekil 2.3. T Lenfosit tarafindan enfekte hiicrenin taninmasi-sematik (Abbas ve
Lichtman, 2005)



2.1.2.2. T Lenfositin Antijeni Tamimasi ve Aktivasyonu

T hiicreleri sadece yap1 tast protein olan antijenleri tanimaktadirlar. T
lenfositlerin aktivasyon islemi lenf diigiimlerinde gerceklesmektedir (Jr Janeway,
Travers ve Walport, 2005). T hiicre aktivasyonu i¢in Sekil 2.4° te de goriilmekte olan ilk
sinyal MHC sinif I ya da sinif II molekiiliiniin antijen baglanma bolgesi ile TCR’ nin bir
anahtar kilit modeli olusturarak etkilesimi ile gergeklesmektedir. MHC molekiilii
insanda HLA adim almaktadir. MHC sinif I molekiilii ile birlikte sunulan antijenleri
CD8'T lenfositler, MHC siif II molekiilii ile birlikte sunulan antijenleride CD4*T

lenfositler tanimaktadir.
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‘-Q@ Cytokines and Blood vessel
@\@ chemokines

@
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each other
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of response:
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Abbas et al: Cellular and Molecular Immunology, 7e.
Copyright © 2012, 2007, 2005, 2003, 2000, 1997, 1994, 1991 by Saunders, an imprint of Elsevier Inc.

Sekil 2.4. Lenfosit aktivasyonu (Abbas ve Lichtman, 2005)

Ikincil sinyal ise T hiicrelerin yiizey kisimlarinda bulunan bir ko-stimiilatér
(yardimci uyaran) olan CD28 molekiiliiniin antijen sunan hiicreler iizerindeki ligandlar

ile reaksiyonu sonrasinda ger¢eklesmektedir. Bu reaksiyon gerceklesmeden sadece
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birinci sinyal ile T hiicresi yeterli aktive olmadigi i¢in fonksiyon gérememektedirler.

Diger bir yardime1 molekiilde CD40 molekiiliidiir.

Ucgiincii sinyal ise TCR’ nin antijen ile etkilesimi sonrasinda hiicre igine giden
sinyaller aracilig1 ile ¢esitli genlerin transkripsiyonunun ve sitokin sentezinin
gerceklesmesi ile olmaktadir. Bu olay sonrasinda protein tirozin kinaz aktivitesi
artmaktadir. Sekil 2.5’ te aktivasyon ic¢in gerekli sinyal tipleri sematik olarak

gorilmektedir.
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Sekil 2.5. Lenfosit aktivasyonu (Abbas ve Lichtman, 2005)

2.1.3. B Lenfosit

B hiicreleri hiimoral immiin yanittan, diger bir ifadeyle antikor olusumundan
sorumlu hiicrelerdir. Onciil B hiicreleri, kanatlilarda Bursa Fabricus’ ta, memelilerde
ise kemik iliginde olgun B hiicrelerine dontismektedir. B hiicrelerinin yiizeyinde antijen
reseptorleri, immiinoglobulin reseptorleri, adezyon molekiilleri ve MHC molekiilleri
bulunmaktadir. Bu molekiillerin bazilar1 diger immiin sistem hiicrelerinde de

bulunurken, bazilar1 sadece B hiicrelerinde bulunmaktadir. Her bir B hiicresi tek bir
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antijene Ozgii antikor olusturmaktadir. Antijenik bir uyarim sonucunda aktive olan B
hiicrelerinde bazi degisiklikler olmaktadir. Uyarilmis olan B hiicrelerinin bazis1 plazma
hiicresine doniisiirken, bazilar1 bellek B hiicreleri halini almaktadir (Roitt ve Brostoff.,
2001).

Plazma hiicreleri tarafindan tiretilen ve hiimoral bagisikligin temeli olan
antikorlarin yapisinda Sekil 2.6 da sematik olarak goriilen hafif ve agir zincirler yer

almakta ve antikorlar yapilarinda bulunan agiz zincire gore siniflandirilmaktadir.

Sekil 2.6. Ig Siniflar1 (sematik)

2.2. Bilyiik Doku uyumluluk Kompleksi (MHC)

MHC (Biiyiik doku uyumluluk kompleksi) molekiilleri veya HLA (insan 16kosit
antijenleri; human leukocyte antigens) antijenleri T hiicrelerine sunarak T hiicrelerinin
aktivasyonunu saglayan ve T hiicre aracili immiin cevabin yoniinii belirleyen hiicre
yiizey molekiilleri olarak bilinmektedir. MHC molekiilleri spesifikligi yliksek olmayan
ve Oz-yabanci antijen ayrimi yapamayan molekiillerdir. Antijene 6zgli immiin yanit
olugmasinda yiizeydeki MHC molekiiliiniin kendisi degil T hiicresinin kendisi

0zgiinliigli olusturan faktordiir.

MHC ile ilgili ¢alismalar 1940’ I yillarda baglamistir. Dr. George Snell ve

arkadaslar1 genetik acidan farkli olan fareler arasinda doku nakli gergeklestirmis ve
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nakillerin rejeksiyon (viicudun nakil edilen dokuyu kabul etmemesi) ile sonuglandigini,
genetik olarak birbirinin aynist olan gruplar arasinda ise doku naklinin olumlu
sonuglandigin1 gormiislerdir. Snell ve arkadaslar1 organ nakli ile ilgili olarak bulduklar
bu gen kompleksinin insanlarda da var oldugunu bularak bu gen gurubunu MHC olarak
adlandirmuglardir. Yaptiklar1 ilk ¢aligmalardan yaklasik 40 yil sonra Dr. Snell ve
calisma arkadaglart MHC molekiillerinin asil gorevlerini tanimlamig ve 1980 yilinda

Nobel Tip 6diilii almislardir (Snell, 1992).

MHC 6. kromozomun kisa kolu iizerinde eksprese olan, yaklasik 4000 kbaz
uzunlugunda bir bolgede bulunan ve Sekil 2.7’ de sematik olarak goriilen bir gen
toplulugudur (Trowsdale, 2011). MHC genleri sinif I, sinif II ve sinif III olmak {izere ii¢
bolgeye ayrilmaktadir. MHC smif | ve smif Il bolgelerinde kodlanan proteinler T
hiicrelerine antijen sunumunda goérev almaktadir. MHC smuf III gen bolgesinde
sitokinler, kompleman faktorleri ve bir takim enzimleri kodlayan gen lokuslari
bulunmaktadir. MHC gen bdlgesinde insan bagisiklik sistemi ile ilintili yaklasik 200

gen belirlenmistir.

Sinif T ve Smf II gen bolgelerinde kodlanan molekiiller yapisal olarak ¢ok
benzemektedir. MHC smif I molekiillerinin asli gérevi viriisler, timor antijenleri gibi
sitoplazma igerisinde bulunan antijenleri CD8" ylizey antijeni tasiyan sitotoksik T
hiicrelerine sunmaktir. MHC simif II molekiilleri ise endositoz yoluyla alinan antijenleri

CD4" yardimci T hiicrelerine sunmaktadir (Trowsdale, 2011).

MHC molekiilleri viicutta en polimorfik gen bdolgelerindendir. Polimorfizm
ozelliklerinin yiliksek olmasina ilave olarak MHC genlerinin esbaskin kalitim gdstermesi
ve bu genlerdeki mutasyonlarin devam etmesi toplumdaki kisiler arasinda immiinolojik
acidan yiiksek cesitlilik olusmasina katki saglamaktadir. Bu durum evrimsel agidan
diinya tizerindeki hayatin devaminida saglamaktadir. Fakat diger yandan ortaya g¢ikan
bu immiinolojik ¢esitlilik kisiler arasinda enfeksiyon hastaliklar1 ile miicadelede ve

otoimmiin hastaliklara egilimde 6nemli farklar ortaya ¢ikmasina sebep olmaktadir.

1950” 1i yillarda dogum orani yiiksek olan kadinlarin serumlarinda 16kositlere
kars1 antikorlarin varliginin tespit edilmesi sonrasinda MHC insanlarda yeni bir boyut
kazanmustir. Insanda MHC gen bélgesinin kodladigi molekiillere “Human leukocyte

antigen, insan lokosit antijenleri (HLA)”, denilmektedir.

14



Chromosome 6
Tel Long arm Sen Short anm Tel

HLA region
Sp21.1-21.3

Class 11 Class I Class |

BEf
(=] [=-1,% ] ocQ oR Ca4 C2Hsp7TOTHNF B C E A G F

Gene map of the human leukocyte antigen (HLA) region
Expert Reviews in Molecular Medicine < 2003 Cambridge University Press

Sekil 2.7. MHC gen bolgesi-sematik (Cambridge Universty, 2003)
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Figure 25-50 Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)

Sekil 2.8. HLA smif I ve HLA sinif IT Molekiillerinin Yapist (Albert vd., 2008).

2.3. Otoimmiinite

Saglikli bir immiin sitem kendisine yabanci olan antijenleri (non-self) tanimakta
ve yabanci antijenlere karsi bir immiin yanit olusturmaktadir. Saglikli bir immiin

sisteme sahip olan kisiler kendilerine ait olan antijenlere kars1 herhangi bir reaksiyon
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gostermemektedirler. Bu duruma “yanitsizik” ya da “immiin tolerans” adi
verilmektedir. Her insanda potansiyel olarak immiinojenik 6zellik tasiyabilecek “dz-
antijenler” bulunmaktadir. Bu antijenler kisinin viicudunda lenfositlerle siklikla
karsilagsmakta fakat saglikli bir immiin sistemde lenfositler bu antijenlere karsi yanit
olusturmamaktadir. Otoimminite bilimsel anlamda ilk defa, Alman kimyaci Paul
Ehrlich tarafindan; “ototoksik korku (horror autotoxicus)' tanimlamasi ile ortaya
cikmistir. Bu durum teorik olarak bagisiklik sisteminin, yabanci antijenlere karsi
reaksiyon  gostermesi  gerekirken 6z antijenlerini  hedef almasi seklinde

tanimlanmaktadir (Abbas ve Lichtman’ dan aktaran Camcioglu ve Deniz, 2007).

Sagliklt bir immiin sistemin isleyisinin bozulmasi sonrasinda immiin sistem
bireyin kendi doku ve hiicrelerine saldirabilmektedir. Bu durum “oteimmiinite” olarak
adlandirilmaktadir. Otoimmiinite ile ilgili hastaliklar ise “otoimmiin hastaliklar ” adin
almaktadir. Otoimmiinite esnasinda bireyin viicudunda kendi hiicre ve dokularina karsi

olusan antikorlar ise “otoantikor” olarak adlandirilmaktadir.
Otoimmiin hastaliklarin ortaya ¢ikis nedenleri;

I.  Immiinolojik etkenler
— Th hiicre toleransindan kagis
— Poliklonal B hiicre aktivasyonu
— T hiicre gorevlerindeki dengesizlikler
— Sessiz antijenlerin ortaya ¢ikmasi
Il.  Genetik etkenler
— Aile hikayesi
— Cinsiyet farkliliklar
— Belirli HLA antijenleriyle birlikte ortaya ¢ikma: Ankilozan Spondilit
(HLA-B27), Addison hastaligi (HLA-B8), Romatoid artrit (HLA-DR4)
1. Enfeksiyon etkenleri
— Spesifik olmayan poliklonal B hiicre ¢ogalmasi: Ebstein-Barr virusu
— T hiicre ile ortak antijen: Kizamik virusu—T hiicreleri (Thiicre
fonksiyonunda azalma)
IV.  Cevresel faktorler;
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— X, UV smlan

— Asiri soguk hava

- Fiziksel ve kimyasal nedenler neticesinde antijenlerinde olusan
degisiklikler

~ Kullanilan ilaglar (Abbas ve Lichtman’ dan aktaran Camcioglu ve Deniz,
2007).

2.3.1.immiin Tolerans

Bir onceki bolimde belirtildigi tizere sagliklt bir immiin sisteme sahip olan
kisiler kendilerine ait olan antijenlere karst herhangi bir reaksiyon géstermemektedirler.
Bu duruma “yamitsizhk” ya da “immiin tolerans” ad1 verilmektedir. Immiin toleransin
ortaya ¢ikmasi igin self- antijenlere 0zgii reseptor tasiyan immiin sistem hiicrelerinin
apoptozunun tetiklenmesi ve 6lmesi gerekmektedir. Immiin tolerans mekanizmasi ya
merkezi tolerans ya da periferik tolerans mekanizmasi ile saglanmaktadir (Abbas ve
Lichtman’dan aktaran Camcioglu ve Deniz, 2007). Merkezi tolerans kemik iligi ve
timusla ilgilidir. Immiin tolerans ile ilgili ilk calismalar 1953 yilinda Burnet ve

Medawar tarafindan baslatilmistir.

Immiin tolerans mekanizmas: siirekli devam eden dinamik bir olaydir.
Viicuttaki antijenlerin biiyiik bir kism1 T lenfosit bagimli olduklari i¢in immiin tolerans
mekanizmasinin saglikli ve siirekli bir sekilde devaminda T hiicreleri birinci derecede
ilgilidirler.

Immiin tolerans mekanizmas1 organ nakli gibi 6zel ve hayati 6neme sahip
durumlarda 6nemli bir etkendir. Transplantasyon sonrasi dondrden aliciya nakledilen
organin alicit tarafindan reddedilmemesi immiinsiipresif ilaglarla immiin sistem
baskilanarak saglanmaktadir. Immiinsiipresdr ilaglar immiin tolerans mekanizmasini

saglayarak viicudun yeni organa adaptasyonunda 6nem tagimaktadir.
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Sekil 2.9. Otoimmiinite (Frontiers in Immunology)

2.3.1.1. Merkezi Tolerans

Embriyolojik dénemde timusta gesimini siirdiiren T lenfositlere ve kemik
iliginde gelisim gosteren B lenfositlerie gelisimleri esnasinda siirekli 6z antijenler
sunulmaktadir. Bu esnada 06z antijenlere karsi asir1 reaksiyon gosteren hiicrelerin
apoptozis mekanizmasi ile 6lmesi saglanmaktadir. Oz antijenlere karsi higbir tepki

gostermeyen hiicrelerde herhangi bir biiylime sinyali almadiklari i¢in yok olmaktadirlar.

Timusta gelisen T hiicreleri 6z veya yabanci birgok tip antijeni taniyabilen
reseptorlere sahiptir. Olgunlasmamis lenfosiftler MHC’ ye baglh olarak sunulan kendi
antijenlerimizle, kuvvetli bir etkilesime girerse bu lenfositler apoptozisi tetikleyen bir
sinyal almakta ve olgunlasamadan Olmektedirler. Bu olaya “negatif secim” adi
verilmektedir. Negatif secimden kurtulan lenfositler, olgunlasma siirecine devam
etmektedir. T lenfositlerin olgunlasmasi i¢in yalnizca antijen sunan hiicreler tarafindan
self antijen sunulmasi yeterli degildir. T lenfositlerin olgunlasabilmesi i¢in ayni
zamanda APC ve lenfositlerin yiizeyinde bulunan kostimiilatér molekiillerinde uygun
olarak baglanmasi gerekmektedir. Yiiksek yogunluklu antijenler siirekli olarak 6zel T
hiicrelerini uyarmakta ve uyarilan T hiicreleri kendi yiizeylerinde bulunan reseptorler

araciligi ile apoptoza yonlendirilmekte ve 6lmektedirler. Bu mekanizmalarda meydana
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gelen aksakliklarin otoimmiiniteye neden olabilecegi One siiriilmektedir (Abbas ve

Lichtman’dan aktaran Camcioglu ve Deniz, 2007).

Olgunlasmamis B lenfositlerde kemik iliginde self antijenlerle kuvvetli
baglanirsa ya negatif secim yoluyla Olmekte ya da reseptorlerin 6zgilliigini
degistirmektedirler. B hiicreleri, kemik iliginde self antijenleri taniklar1 zaman
immiinoglobulin  genleri yeniden diizenlenerek yeni bir Ig hafif zinciri

yapabilmektedirler. Bu olay ise “yeniden diizeltilme” olarak adlandirilmaktadir.

B lenfositleri uyaracak antijen seviyesi T lenfositlere gore daha fazladir bu
nedenle T lenfosit toleransi genellikle B lenfosit toleransi ic¢in bir anahtar rol

oynamaktadir.

2.3.1.2. Periferik Tolerans

Merkezi tolerans mekanizmasindan kagabilen lenfositler ya da yalnizca periferde
gorevli olan gelisimleri esnasinda timusta bezinde kendilerine sunulmamis 6z
antijenlere karsi nonaktif durumda olan lenfositler periferik dokularda 6z antijenlere
kars1 reaksiyon gosterebilmektedirler. Boyle durumlarda CD80, CD86 gibi kostimulator
molekiillerin olmamasi ve T hiicresine sekonder sinyallerin (kostimuladr sinyal)
iletilmemesi 6z antijene kars1 lenfositin reaksiyon gostermesini engellemektedir (Abbas

ve Lichtman’dan aktaran Camcioglu ve Deniz, 2007).

Tolerans mekanizmasimin bozulmasi, kendinden olan ve kendinden olmayan
ayrimmin ortadan kalkmasi, bagisiklik sistemi elemanlarimin 6z antijenlerine karsi
reaksiyon vermesine sebep olmaktadir. Boylece otoantikorlar ya da otoreaktif T
hiicreleri araciligi ile otoimmiin hastaliklar ortaya ¢ikmaktadir. Cesitli patolojik durmlar
toleransin ortadan kalkmasma ve otoimmiiniteye yol agmaktadir. ITP’ de tolerans

mekanizmasinin bozuldugu otoimmiin bir hastaliktir.
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2.4 immiin idiyopatik Trombositopenik Purpura (ITP)

ITP trombosit sayisinin azalmasi sonrasinda goriilen kanamalarla karakterize,
kanamaya yatkinlik gésteren bir kan hastaligidir. Hastaligin en 6nemli belirtileri deri
icinde meydana gelen kanamalar sonrasi goriilen kiiglik kirmizi dokiintiiler ve ciltte

goriilen kolay morluklar olarak tanimlanmaktadir.

Hastalik daha once “Idiyopatik  trombositopenik  purpura” olarak
isimlendirilmis ancak purpura belirtileri birgok hastada gézlemlenmedigi i¢in hastaligin
kisa adi1“fmmiin Trombositopeni” olarak yeniden diizenlenmistir. Idiyopatik kelimesi
ise ‘primer’ olarak kabul edilmistir. ITP trombositlere karsi olusan otoantikorlarmn
trombositlerin yok edilmesine neden olarak PLT yasam siiresini kisaltmasi sonucu
ortaya ¢ikan ve trombositopeni ile seyreden kazanilmig bir hastaliktir (Neunert vd.,
2011; Stasi ve Newland, 2011).

ITP Hastalig;

— Otoimmiin bir hastalik olup otoimmiin hastaliklar bagisiklik sisteminde olusan
bozukluklar sebebiyle viicudun 6z yapilarini hedef aldig: hastaliklardur.

— Idyopatik olarak ifade edilmesi nedeninin tam olarak bilinmedigi anlamina
gelmektedir.

— Trombositopeni ise trombosit sayisinin digiikligiini ifade etmektedir.
Trombositopeniye bagli olarak viicutta purpura denen kirmizi-mor renkte

dokiintiiler meydana gelmektedir (Semple, 2002).

ITP’de trombosit glikoprotein karigimlaria (GP 1Ib/llla, Ib/1X, la/lla, V ve 1V)
kars1 genellikle IgG, nadiren de IgM tipinde bir antikor olugsmaktadir. Periferik kanda
dolagan bu antikorlar trombosit membranlarina baglanmaktadirlar. Trombosit yiizey
antijenlerine karsi antikor iiretiminin artmasi antikora bagli mekanizmalar aracilig1 ile

trombosit yikimini arttirmakta ve hastada trombosit sayis1 giderek diismektedir.
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Sekil 2.10. Otoantikorlarin trombosit yiizey antijenlerine baglanmasi (Cambridge
University, 2004)

Vakalarin yaklasik %80’ lik kisminda otoantikorlar GPIIb-1lla karigimina
baglanmaktadir. Antikor ile isaretli trombositler oncelikle dalak olmak iizere
retikiilendotelyal sistemde antijen sunan hiicrelere Fc reseptorleri araciligi ile
baglanmaktadir. Trombositlerin pargalanmasi immiin cevabin siddetli olmasina neden
olmaktadir. APC’ ler trombosit antijenleri ile aktif hale geldiklerinde antijen 6zel T
hiicrelerini aktive etmektedir. Bu farkli antijenlere 6zel T hiicre klonlar1 ise farkli B
hiicre klonlarinin aktivasyonuna neden olmaktadir. Boylece hastalarin ¢ogunda zel bir
hedef antijen ile baslayan immiin reaksiyon, diger trombosit antijenlerine karst olusan
antikorlarla artarak devam etmektedir. PLT sayisi azalinca kemik iligi bu duruma
trombosit yapimin1 artirarak cevap vermektedir. Genellikle ITP hastalarinda kemik
iligindeki megakaryosit sayis1 normal seviyede ya da bir miktar artmaktadir. Fakat
olusan antikor megakaryositlerde de paylagilan bir antijene yonelik ise kemik iliginde
megakaryosit sayisi azalabilmektedir. Trombositopenik durumun siddeti hastaligin
belirtilerini dogrudan etkilemektedir. Ayrica hastalarda mevcut olan ilave hastaliklar ve
hastalarin kullandig: ilaglarda hastaligin prognozuna dogrudan katkida bulunmaktadir

(McMillan, Luiken, Levy, Yelenosky ve Longmire, 1978).

Yapilan son calismalar o6zellikle hiimoral immiinitenin ITP hastaliginin

patogenezi ile daha cok iliskili oldugunu gostermektedir. APC’ler, Th hiicreleri ve
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diizenleyici T hiicreleri arasinda bu siirecte karmasik bir etkilesim ortaya ¢ikmaktadir.
Yakin donemde yapilan c¢alismalar sitotoksik T hiicrelerinin tormbosit yikimini
arttirdigin1  gostermektedir. Yeni doganda annenin otoantikorlarinin bebege ge¢mesi
sonrasinda bebekte trombositobeni gelisebilmektedir. Ayrica ¢ok sik kan transfiizyonu
yapilan hastalarda da olusan antikorlar neticesinde trombosit sayist diisebilmektedir. Bu
iki durum ITP tamisma yénelik olarak yapilan tetkikler neticesinde ITP’ den

ayrilmaktadir. Hastaligin akut ve kronik olmak tizere iki tipi mevcuttur.

Akut tip, ani ve hizli ortaya ¢ikan ve %85-90 oraninda ¢ocuklarda goriilen
hastalik tipidir. Akut tip ITP’ de goriilme siklig1 agisindan cinsiyetler arasinda anlaml
bir fark yoktur. Daha ¢ok 2 ile 6 yaslar arasinda goriilmekle birlikte en sik 3 yas
civarinda gériilmektedir. Bu tipte trombosit sayis1 bir anda mm?®kanda 2.000 ya da daha
da altina diisebilmektedir (Tiirk Hematoloji Dernegi, 2011).

Kronik tip ise daha ¢ok biiyiik ¢ocuklarda ve orta yaslarda goriillmektedir. Akut
tipe gore daha az belirti vermekte ve trombosit sayis1 mm? kanda40-50 bin civarinda
olmaktadir. Bu yiizden aylarca fark edilmeyebilmektedir (Tiirk Hematoloji Dernegi,
2011).

2.4.1. Trombosit

Trombositlerkan pulcuklar1 olarakta bilinmektedir ve kanin en kiiciik sekilli
elemanlanidir (Seki2.11) ve kemik iliginde megakaryositlerden koken alarak
gelismektedirler (Sekil 2.12) (Rabellino, Levene, Leung, Nachman, 1981). Caplar 1 ila
3 um arasinda degismekte olup kendine 6zgii diskoid sekilleri olan kiigiik niikleusu

olmayan hiicreler olarak bilinmektedir.
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Sekil 2.12. Megakaryosit

Trombositler hasar alan bolgelerde birbirlerine yapisarak fizyolojik bir tikag
olugturmakta ve boylece kanama kontroliinde gorev almaktadirlar. Saglikli insanlarda 1
mm? kan igerisinde 150-400 bin adet trombosit bulunmaktadir. Trombosit sayisinm 1
mm? kanda 150 binin altinda olmasima trombositopeni adi verilmektedir. PLT sayisi
azaldig1 zaman PLT’ lerin birbirine yapismalari ve tika¢ olusturmalar1 zorlagsmakta,

buna bagli olarak kanamalar daha uzun siirmektedir.

ITP hastalig1 trombosit sayis1 1 mm? kanda 50 binin altina diismedikce genellik
olarak bir belirti vermemektedir. Trombosit sayisi 50 binin altinda oldugu durumlarda
darbe sonrasi sonra ciltte cabuk morarmalar meydana gelebilmektedir. PLT sayis1 1
mm? kanda 30 binin altina indiginde ise hastalik burun ve dis eti kanamalar ile ciltte
morluklar seklinde kendini ortaya ¢ikmaktadir (Sekil 2.13). Ayrica kadin hastalarda

uzayan adet kanamalar1 goriilebilmektedir.
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Trombosit sayis1 1 mm?® kanda 10 binin altinda ise herhangi bir darbe olmadan,

ciltte nokta goriiniimiinde veya genis morluklar seklinde kanamalar goriilebilmektedir.

Sekil 2.13. Ciltte morarmalar ve dis eti kanamalari

2.4.2. ITP Hastahginin Nedenleri

Hastaligin sebebi tam anlamiyla bilinmemektedir. Trombositler bagisiklik
sistemi tarafindan bilinmeyen bir sebeple yabanci olarak kabul edilmekte ve
trombositlere 6zgli {retilen antikorlar trombositler iizerine baglanmaktadir. Bu
reaksiyon sonrasi antikor aracili reaksiyonlar nedeniyle trombositler parcalanmakta ve
hizla sayilar1 diigmektedir. Hastalik yetiskin kadinlarda erkeklere oranla daha fazla
goriilmektedir. ITP hastaligi hamilelikte de sik¢a goriilmektedir. ITP tanis1 olan
kadinlarin hamilelik siire¢lerinde PLT sayisinin ¢ok daha fazla azaldigi bildirilmistir.
Bu nedenle ITP tamisi alan hamile hastalar mutlaka hamilelikleri siiresinde doktor
tarafindan takip edilmelidir. Bebeklerde ve ¢ocuklarda kisa siiren ITP goriilebilmekte,
ancak yetigkinlere kiyasla farkli tedavi uygulanmaktadir (Grainger, Bolton-Maggs,
Godeau, 2010; Tiirk Hematoloji Dernegi, 2011).

Hastalik siklikla ilkbahar ve sonbahar mevsimlerinde goriilmektedir. Bunun da
nedeni bu donemlerde oOzellikle alerjik hastaliklarin fazlaca goriilmesi olarak
diisiiniilmektedir. Genelde hastaliga egilim s6z konusu ise cocuklar bir enfeksiyon
gecirdikten sonra iki {i¢ hafta icerisinde ITP hastaligida goriilebilmektedir. Siklikla
kizamik, sugicegi gibi hastaliklar sonrasi ITP goriilebilmektedir. ITP’de ayrica asilar,
antibiyotikler, agr1 kesiciler ve kullanilan bazi ilaglar uyaran olabilmektedir. Bazen ITP,

sistemik lupus eritematozus(SLE), lenf bezi tiimorleri, hepatit ve HIV viriisii ile olugan
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enfeksiyonlar gibi baska birtakim hastaliklarla birlikte de goriilebilmektedir (Grainger,
Bolton-Maggs ve Godeau, 2010).

ITP, APC ’ler, T hiicreleri ve B hiicrelerinde meydana gelen defektler sonrasinda
da goriilebilmektedir (Sekil 2.14). APC defekti mevcut ve dentritik hiicrelerde fazla
miktarda CD86 ekspresyonu olan hastalarda yiiksek oranda T hiicre farklilagsmasi

goriilmektedir.

ITP> de dentritik hiicrelerden salinan ve TLR7 ile birlikte hastalikla
iliskilendirilen BAFF seviyesinde de artig goriilmektedir. iITP’ de ayrica kan, kemik iligi
ve dalakta Treg’ lerin (CD4+CD25+FoxP3) seviyeside azalmaktadir. Treg’ lerin
seviyesi azaldig1 zaman dentritik hiicre fonksiyonlar1 baskilanmamakta ve trombositlere

kars1 tolerans azalmaktadir (Blanchette ve Freedman, 1998).
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Sekil 2.14. ITP Patogenezi (Zufferey, Kapur ve Semple, 2017)

T hiicrelerinde goriilen aktivite bozukluklar1 ve sitokin anormallikleri bir¢cok
otoimmiin hastalikta ortaya ¢ikmaktadir. ITP> de T hiicre degisimleri yaklasik 30 yil
once tespit edilmistir. T hiicre aracili pro- inflamatuvar sitokinler ITP’ de goriilmekte

olan immiin bozuklugun temelidir. Periferal T hiicre uyarimi;

— Sitokin salinimi1 yoluyla inflamatuvar cevaba
— B hiicre aktivasyonuna

— Otoantikor tretimine neden olmaktadir.
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2.4.3. ITP Hastahiginin Tanisi

Hastalikla ilgili hasta oykiisii, kan sayimi testleri, fiziki muayene bulgular1 ve
periferik kan yaymas1 incelenmesi ile ITP’ de 6n tan1 konulabilmektedir. Kesin tani
konulabilmesi i¢in diger trombositopeniye neden olan durumlar (dalagi biiyiiten
hastaliklar, kemik iliginin tiimorleri, hepatitler vb. ) bertaraf edilmesi gerekmektedir. Bu
sebeple bazi biyokimya testleri, kemik iligi aspirasyon biyopsisi ve batin
ultrasonografisi yapilmaktadir. Siipheli hastalarda viral enfeksiyonlarin bertaraf
edilmesi amaci ile gerekli kan tetkikleri yapilabilir. ITP tanis1 baska bir hastalig
olmayan bir kiside kanda PLT sayis1 diisiikligii mevcut iken, kemik iliginde anormal
hiicreler goriilmemesi ve megakaryositlerin bulunmasi ile konmaktadir. PLT yiizeyine
yapisan antikorlarin aragtirilmasi, test yontemlerinin ¢ok giivenilir olmamasi sebebiyle
Onerilmemekte ve uygulama da ¢ok fazla tercih edilmemektedir (Blanchette ve
Freedman, 1998; Tiirk Hematoloji Dernegi, 2011).

ITP tanis1 sekonder trombositopeni nedenlerinin diglanmasi ile konulmaktadir.
Sekonder immun trombositopeninin baslica sebepleri asagida yer almaktadir. ITP

hastalarinin ¢ogunda kanama bulgulari diginda fiziki muayene bulgulari normaldir.

— Diger otoimmiin hastaliklar: Antifosfolipid sendrom, SLE

— Immiin Yetmezlik Sendromlari: Yaygin kombine immiin yetersizlik ve diger
immiinyetersizlikler

— Tlaglar, asilama, Infeksiyonlar: Sitomegaloviriis, H. Pylori, HCV, HBV, HIV,
CMV, Varisella Zoster, H. pylori: Helikobakter Pylori, HCV, HIV: Human
Immunodeficiency Virus, CMV: Citomegaloviriis

— Lenfoproliferatif hastaliklar: kronik lenfositik 16semi, lenfomalar

— Kemik iligi nakilleri

— Solid timorler
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2.4.4.1TP Hastah@inda Tedavi

ITP’li hastalarin gogunda trombosit degeri normalin altina diismektedir. Ancak
bu durum tek basina tedaviyi gerektirmemektedir. Trombosit sayis1 1 mm? kanda 50
binin altinda ve kanama bulgular1 mevcut ise tedavi planlanmaktadir (Tirk Hematoloji

Dernegi, 2011).

Bagisiklik sistemi trombositleri hedef aldig1 i¢in tedavide oncelikli amag immiin
sistemin baskilanmas1 ve trombositlere karsi otoantikor gelisiminin engellenmesidir. Bu
amagla trombositler viicutta dalakta yikildigr i¢in ilag tedavisi ile bu yikim
engellenmektedir. Bu amagla steroid ilaglar, intravendz immiinglobulinler, Anti-D ve
hayat1 tehdit eden kanama durumlarinda trombosit siispansiyonlar1 tedavi amact ile
kullanilmaktadir. Eger bu ilaglar kullanilarak kalici bir tedavi saglanamamis ise,
trombositlerin  baslica yikilimimin gergeklestigi organ olan dalagin ameliyatla
cikartilmas1 gerekebilmektedir (splenektomi). Genellikle splenektomi sonrasi PLT
sayis1 giivenli bir diizeye yiikselmektedir. Nadir de olsa splenektomi sonrasi kanamaya
sebep olabilecek kadar diisiik PLT degerlerine rastlanabilmektedir. Boyle durumlarda
immiin sistemi baskilayacak daha giiclii ilaglar kullanilabilmektedir (Tiirk Hematoloji

Dernegi, 2011).
2.5. CD247 Geni
2.5.1. Genomik Yapisi

CD247 geni Sekil 2.15° te sematik olarak goriildiigii gibi negatif iplikgikteki
1922-q25 lokusundaki kromozom 1 ' in uzun kolunda bulunmaktadir. CD247, 87.896
baz uzunlugundadir (CD247, 2007). Kodlanan protein 164 amino asit uzunlugunda ve
tahmini agirligr 18.696 kiloDalton' dur. Ayrica CD247, CD3-ZETA, CD3H, CD3Q,
CD3Z, IMD25, T3Z ve TCRZ isimleri ile de adlandirilabilmektedir.

6.3
6.21
6.12
3.2
3.2
i
pi2.2
pil.i
pil.l
péd. 3
pé.1
pel.2
pli2
pll.2
qll
gil.1
ql.]
0231
023.3
4.2
923.2
gLl
gzl
3.2
il
Q.13
2.1
i

;o om o om |’

P
P
P

Sekil 2.15. CD247 Geninin Yeri- sematik
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2.5.2.Gorevleri

T hiicre reseptorii zeta, T hiicre reseptorii alfa-beta ve gama-delta heterodimerler
ve CD3 gama, delta ve epsilon ile birlikte Thiicresi reseptorii CD3 kompleksini
olusturmaktadir. CD247, 6zdes proteinlerin baglanmasinda, protein homodimerizasyon
aktivitesinde ve transmembran sinyal reseptorii aktivitesinde gorev almaktadir. Diisiik

ekspresyonu bagisiklik sisteminde sorunlara neden olmaktadir (CD247, 2007).

2.5.3. Polimorfizm

Poli ve morfizmos kelimelerinin bir araya gelmesi ile olusan polimorfizm, eski
Yunanca’da "¢ok sekillilik” anlamina gelmektedir. Bir toplulukta farkli alellere baglh
olarak, genetik agidan iki ya da daha ¢ok alternatif fenotipin gériilmesi “‘genetik
polimorfizm” olarak tanimlanmaktadir. Popiilasyon genetikgileri, bir gen bolgesi igin,
nadir aleller en az % 1 frekansina sahip ve bu aleller icinde heterozigot olanlar en az %2
oraninda ise polimorfik olarak tanimlamaktadirlar. Polimorfizm ic¢in popiilasyon
genetigi agisindan belli bir frekans gereksinim varken, molekiiler genetik agisindan
frekansin 6nemi olmayip, bir ailede dahi goriilebilen varyantlar polimorfik olarak

nitelendirilmektedir (Nussbaum, Mcinnes ve Willard, 2015).

Polimorfizmler, tiirlerin yasadiklar1 ortamlara uyumunu kolaylastirarak, evrimsel
sliregte hayatta kalabilmelerine imkan vermektedir. Polimorfizm, birey diizeyinde
proteinlerin ve kan grubu bilesiklerinin varyant formlarinda (biyokimyasal
polimorfizm), kromozomlarin morfolojik (kromozomal polimorfizm) ya da DNA
diizeyinde niikleotid farkliliklar1 (DNA polimorfizmi) seklinde goriilebilmektedir.
Polimorfizmler iki tip olup birincisi insan genomunda en fazla bulunan polimorfizm
olan Tek Niikleotid Polimorfizmleri (SNPs), ikincisi ise kisa DNA dizilerinin tekrari
seklinde kendini gosteren degisken sayili tekrarli polimorfizmlerdir. (Veriable Number
Tandem Repeats- VNTR) (Nussbaum, Mcinnes ve Willard, 2015).

Genetik polimorfizmler, tipta bazi hastaliklara kars1i duyarlilikta bireysel
farklililarin ortaya c¢ikarilmasinda kullanilmaktadirlar. Bazi gen polimorfizmleri bir

hastaligin ortaya c¢ikma riskini arttiriken, bazi polimorfizmler azaltabilmektedir. Bazi
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polimorfik aleller ise yalnizca belirli bir ¢evresel faktoriin etkisi altinda hastalik riskini
arttirmaktadir. Giiniimiizde SNP’ lerin hastaliklarla iligkisi, ilaca olan yanitta etkili olup

olmadiklar1 gibi birgok alanda yapilan ¢alisma sayis1 giinden giine artmaktadir.

2.5.4.Tek Niikleotid Polimorfizmleri (SNPs)

Admdan da anlasildigi gibi bu polimorfizmden tek bir niikleotid degisimi
sorumludur. SNP’ lerin birgogu, tek bir niikleotidin bir baska niikleotid ile yer
degistirmesi seklinde goriillmektedir. Fakat SNP tanimi, tek bir niikleotidin insersiyon
ya da delesyonunu da igermektedir. Bazt SNP’ ler ise kesim bdolgelerinde baz
degisimlerine yol ag¢maktadir. Bunlara ‘Kesim Bdélgesi Polimorfizmleri’ adi
verilmektedir (RSP; Restriction Side Polymorphism). insan genomunun yaklasik %1,5
I, kodlama yapan DNA dizileri igermekte ve SNP’ lerin ¢ogu intron ve intergenik diziler
gibi kodlama yapmayan DNA bélgelerinde goriilmektedir. Insan genomunda yaklasik
olarak 6 milyar niikleotid vardir. Yaklasik her 1000-2000 niikleotidde bir SNP
goriilebilmektedir. Gilinlimiizde SNP’ lerin bir¢ogu yapilan ¢aligmalar neticesinde
kanser, diyabet, Alzheimer gibi ¢esitli hastaliklarla iliskilendirilmektedir (Battaloglu ve
Basak, 2010).

ESETS ABATCH TGTGTGGCTACTTACTGTCACT
-
allsle 2 AATCATG TGS TASCTACTTACTGTCACT
- -
-

Sekil 2.16. Tek Niikleotid Polimorfizmi- Sematik

SNP’ ler transisyonlar (piiriin-riirin bazi, ya da pirimidin-pirimidin baz1
degisimleri) ve transversiyonlar (piirin-pirimidin ya da pirimidin-piirin baz1 degisimleri)
gibi baz degisimlerini icermektedirler. G>A ve C>T transisyonlari, insan genomundaki

SNP’ lerin yaklasik %25’ ini olusturmaktadir. Tek niikleotid pozisyondaki varyasyon
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terminolojisi allel frekansi ile agiklanmaktadir. Bir populasyondaki tek baz degisiminin
frekanst %1’ den biiylikse bu degisim SNP, %1’ den kiigiik ise mutasyon olarak
adlandirilmaktadir (Battaloglu ve Basak, 2010).

-Sessiz SNP’ ler; Genlerin fonksiyonlarin1 ve kalittimi etkilememektedirler.

SNP’ lerin ¢ogu bu gruba girmektedir (Non coding region SNPS).

-Protein Fonksiyonlarim Etkileyen SNP’ ler; Dogrudan aminoasit dizinini
degistirebildikleri gibi, indirekt olarakta fonksiyon degisikligine sebep olabilmektedirler
(Coding region SNPs).

SNP verilerine ait uygulama alanlari
— Hastalik tan1 ve risk derecelendirmesi
— Gen haritalama
— Polimorfizm tetkikleri ve epidemiyoloji ¢alismalari
— Farmakogenetik
— Adli genetik vb.

SNP insanda oldugu gibi pek cok diger organizmada da en sik gdzlenen
polimorfizm tipidir. SNP’lerin pek ¢ogunun hiicre fonksiyonlar: {izerine direkt etkisi
yoktur fakat kisilerin bir hastalia yatkinligi ya da ilaclara verdigi cevabi
etkileyebilmektedir (Cargill vd., 1999; Kortunay, 2005). Kullanilmakta olan ilaglarin
farkli bireylere farkli etki ve yan etki gosterme sebeplerinden biride sahip oldugu SNP’
ler olarak aciklanmaktadir. Ayni ¢evresel kosullarda yasayan bireylerin bir enfeksiyon
ajanina farkli sekillerde cevap vermesi de SNP ile iligkilendirilmektedir (Cargill vd.,
1999; Tulunay, 2006).

2.5.5. VNTR Polimorfizmi

DNA polimorfizmi, bazi durumlarda bir kromozom iizerinde belli bir bolgede art
arda tekrarlayan kisa DNA parcalarimin sayilarmin  degismesi seklinde ortaya
cikabilmektedir. Bu sekilde kopya sayisina bagh olarak ortaya c¢ikan genetik
polimorfizm “VNTR” (Variable Number of Tandem Repeats) olarak adlandirilir.
VNTR’ ler insan genomunda siklikla goriilmektedir (Donbak, 2002).
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BOLUM 3

3.1.MATERYAL ve YONTEM

Calisma icin Trakya Universitesi Hastanesi Hematoloji Klinigi® nde takibi
yapilan ITP hastalarina, alman etik kurul onay1 sonrasinda yapilacak olan ¢alisma ile
ilgili bilgilendirme yapilmis ve goniillii olan hastalardan hastanin onayi alinarak ve
onam formu imzalatilarak icerisinde antikoagiilan olan tam kan sayimi tiiplerine bir tiip

kan alinmustr.

ITP’ 1i gruptaki goniilliiler cesitli derecelerde kanama yakinmalari ile klinige
bagvurmuslardir. Kanama degerlendirmesi son giincellemesi 19/07/2011 tarihinde
yaplan Uluslararasi Tromboz Hemostaz Birligi (ISTH) tarafindan belirlenen kanama
degerlendirme Olgegi ile major ve mindr kanama degerlendirme kriterlerine gore

yapilmistir.

Calismada ITP’ i ve saglikli kontrol grubunda toplam 108 vericiden alman kan
ile yapildi. ITP’ li grubunda 34 kadin, 21 erkek verici olmak iizere 55, saglikli kontrol
grubunda ise 31 kadin, 22 erkek olmak iizere toplam 53 vericiden kan alinmistir. Real
Time PCR analizi sonrasinda Cizelge 4.1.2° de yer alan veriler elde edilerek analiz
islemlerine bu veriler {izerinden devam edildi. Verilerin analiz islemleri khi-kare tablosu

kullanilarak IBM istatistik programi ile yapilmistir.

Goniillillerin arastirmaya dahil edilme kriterleri asagidaki sartlar olarak

belirlenmis ve kan alma islemleri bu kriterler sorgulanarak yapilmistir.
ITP’ 1i hastalar icin;
-19 yasindan giin almis olmak,

-Birbirileri ile akrabalik iliskisinin olmamasi,
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-Hamile olmamak,

-ITP tanis1 almis olmak.

Saghkh Kontroller i¢in;

-19 yasindan giin almis olmak,

-Birbirileri ile akrabalik iligkisinin olmamasi,
-Herhangi bir otoimmiin hastalik tanis1 almamis olmak,

-Ailesinde en az {i¢ kusak oncesine kadar otoimmiin hastalik tanisi alan birisinin

olmamasi
-Hamile olmamak.

Alinan kanlar Trakya Universitesi Hastanesi Tibbi Genetik Anabilim Dali’ nda
+4°C’ de ITP’ 1i ve saglikli kontrol galisma gruplarina ayrilarak ¢aligma giiniine kadar
saklanmistir. Kanlar karistiric1 tizerinde 5 dakika homojenize edildikten sonra DNA
izolasyon islemine almmustir. Izolasyon islemi kanlar 14’ li gruplara ayrilarak
QIAGEN EZ1 Advanced XL (Seri No: L122A1010) DNA izolasyon cihazinda
yapilmistir. Izolasyon isleminde 200 pl tam kan kullanilmis ve islem sonucunda her
verici igin 200 pul DNA izole edilmistir. Daha sonra izole edilen DNA’ lar igin miktar
analizi yapilmistir. Izole edilen DNA’ lar igerisinde miktar1 analiz i¢in uygun olmayan
ITP’ 1i ve saglikli kontrol grubu kanlari i¢in yeniden izolasyon islemi yapilmustir. Izole

edilen DNA” lar gruplar halinde Real-Time PCR islemine alinmistir.

Ve Oasher

A la

Sekil 3.1.1. DNA izolasyon Cihazi QIAGEN EZ1 Advanced XL (Seri No: L122A1010)
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3.1.1.Real- Time PCR;

Real- Time PCR teknolojisi niikleik asitlerin (DNA, mRNA) ¢ogaltilmasini ve
tirlinlerin miktarmin tek bir tiip igerisinde tespit edilebilmesini saglayan son yillarda
popiiler olarak kullanilmakta olan bir yontemdir. Floresan 1sima teknolojisinin
molekiiler genetik yontemlerde kullanilmaya baslanmasi sonrasinda bilinen PCR
yontemleri gelistirilerek olusturulan yeni teknikler gen anlatim c¢alismalarina hiz
kazandirmaktadir (Klein, 2002). Kullanilan teknikte PCR c¢ogaltimini goriiniir hale
getiren ve monitdrize edebilen floresan isaretli prob ve boyalar kullanilmaktadir.
Yontem floresanin DNA ile dogru orantili olarak arttig1 bir ¢ogaltma yontemi olmasi
sebebiyle Sayimsal Gergek Zamanli Polimer Zincir Reaksiyonu (RT-PZR), izlenebilir
Polimeraz Zincirleme Tepkimesi (PZT), Floresan Sayimsal Polimeraz Zincir
Reaksiyonu gibi farkli isimlerle de bilinmektedir. Sekil 3.1.2° de Real Time PCR analiz

islemleri akis1 sematik olarak goriilmektedir.

|

| DNA ]
i izolasyonu
= - ‘ ‘h _—
Real-Time | |
Orklemene ] - =
] PCR i VeriAnalizi ]
i
i i

L RNA AL Ters
m==) UygulamasH ms==p

izolasyonu Transkripsiyon
Y (G erekirse) Be

Sekil 3.1.2. Real Time PCR Calisma Akis1 (Giinel ve Aydinli, 2009)

3.1.2. Real Time PCR Kullanim Alanlari

— Biyolojik numunelerden saglanan DNA’ nin kopya sayisint ve mRNA diizeyini

kantitatif olarak belirleyebilme
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— SNP analizleri

— Patojen tespiti

— DNA hasart tespit etme

— Metilasyon tespiti

— Prenatal Tan1 Calismalari

— Onkolojik Caligsmalar

—  Genetigi Degistirilmis Organzimalarla ilgili Calismalar
— Tlag Endiistrisi

— Biyo-Terorizm

— Adli Tip

— Kromozom bozukluklarinin tespiti gibi birgok alanda kullanilabilmektedir

(Kubista vd., 2006).

3.1.3. Real- Time Yontemleri

TagMan Probe Yontemi: Tag-Man probe yontemi “Double-Dye
Oligonucleotide”, “dual labeled probe” veya “5' nuclease probe” olarak da
adlandirilmaktadir. Cogaltilmak istenen DNA’ ya komplementer olan ve floresan
isaretlenmis tek zincirli bir prob igermektedir (Gut, Leutenegger, Huder ve Pedersen,
1999).

SYBR Green I Yontemi: Spesifik olmayan iki zincirli DNA ¢ogaltiminda
SYBR Green | yontemi kullanilmaktadir. Kullanilan floresan boya yalnizca iki zincirli
DNA’ ya baglandigi i¢in ¢ogalan DNA miktarindaki artisa bagli olarak PCR cihazinda

okunan floresanin seviyesi de es zamanli olarak artmaktadir (Kubista vd, 2006).

Molekiiler Boncuk Yoéntemi: Sac tokasina benzeyen yapinin ug¢ kisminda
bulunan yuvarlak kisim ¢ogaltilacak DNA ile komplementer tek zincirli DNA dizisini
icermektedir. Yapinin diiz olan u¢ kisimlarinda iki adet florokrom boya bulunmaktadir.

Bu boyalardan baskilayici florofor diger boyanin floresansini engellemektedir (Bustin,

2000).

Hibridizasyon Probe Yontemi: Bu yontemde iKi ayr1 prob tasarlanmaktadir. 3'

ucunda floresans isaretli boya, 5' ucunda ise alic1 boya bulunmaktadir. PCR reaksiyonu
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sirasinda bu iki prob hedef niikleik asit dizisine baglanip birbirine yaklastig1 zaman bir

enerji yayilimi olmaktadir (Chaplin, Rasmussen, Bernard ve Wittwer, 1999).

Real- Time PCR analizleri AB Applied Biosystems PCR cihazinda yapilmistir
(Seri No: 2720010807). Calismada TaqMan Probe Real-Time PCR yontemi
kullanilmistir. Thermo Fisher marka TagMan SNP Genotyping Assay rs858554 (Assay
ID: C_ 8918095 _10) ve TagMAn SNP Genotyping Assay rs704848 (Assay ID: C-
_1680863 10) bolgeleri ve Master Mix kullanilmistir.

Sekil 3.1.3. Real- Time PCR Cihaz1 AB Applied Biosystems PCR (Seri No:
2720010807)

Real- Time PCR isleminde 6n hazirlik asamasinda numuneler gruplara ayrildi ve
her 100 numune ig¢in 500 ul Master Mix, 375 ul distile su, 25 pl rs858554 ya da
rs704848 probu kullanilarak bir karisim hazirlandi. “rs” Referans SNP ID numarasini
ifade etmektedir. Her 6rnek ¢alismasi i¢in, hazirlanan karistmdan PCR plaklarina 9 pl,
izolasyon isleminden elde edilen DNA 6rneklerinden de 1ul dikkatlice otomatik pipet
yardimut ile eklendi. Pipetleme esnasinda hava kabarcigi kalmamasina ve kontaminasyon
olmamasina 6zen gosterildi. Hazirlanan plaklar ¢calismada floresan boyalar kullanildig:
icin 0n hazirlik asamasi sonrasi bekletilmeden Real-Time PCR cihazina yerlestirilmis

ve program verileri girilerek islem baslatilmistir.
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rs8585854 ve rs704848 polimorfizmleri igin igerik dizileri Cizelge 3.1.1° de yer
almaktadir. Real Time PCR analizlerinde floresan isaretli VIC/FAM kanallari
kullanilmistir. VIC ve FAM floresan isaretli 6ncii boyalar1 ifade etmekte ve PCR cihazi
analizleri bu referanslara gore yapmaktadir. CD247 genine ait rs858554 polimorfizmi
icin A/G, rs704848 polimorfizmi i¢in de C/G alelleri baz alind1. rs858554 probu i¢in A
aleli floresan isaretli VIC kanalindan, G aleli ise floresan isaretli FAM kanalindan
okundu. rs704848 probunda ise C aleli VIC kanalindan, G aleli ise FAM kanalindan
okundu. PCR cihazina VIC/FAM referans degerleri girildi ve probun igerdigi boyaya

gore cihaz bir grafik olusturarak analiz sonuglarini vermistir.

Cizelge 3.1.1. Real Time PCR Isleminde Kullanilan VIC/FAM Alelleri ve Icerik

Dizileri

rs858554 VIC/FAM (A/G)

TCCCGGCATGGCTTACTAGGTGGTT -A/G-ACGCCAGGGCAGTTGGGAGGTAAAT

rs704848 VIC/IFAM (C/G)

ATTCGTAAGCCACCTCCCAAGCCCC -C/G-AATAGCCCCAGGTAGGGGACATCCC
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BOLUM 4

4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Sonuclar

Analizler IBM istatistik programinda once aleler, daha sonra homozigot ve

heterozigot genotipler tek tek degerlendirilerek yapilmistir.

ITP tanis1 icin en dnemli verilerden biri hastanin PLT sayisidir. Hastanin klinige
basvurdugu zamandaki PLT sayisina gore tedavi siirecinin basladigi bildirilmistir. ITP
hastalarinin biiyiik bir kismi ciltte ¢esitli derecelerde morarma ve kanama sikayeti ile

Hematoloji Kliniklerine bagvurmaktadir.

Hastalara yapilan tetkikler sonrasinda ITP tanis1 konulmasi sonrasinda tedavi
planlamasi yapilmakta ve tedaviye olan yanit diizeyleri belirlenmektedir. Hastalara yanit
tipleri belirlendikten sonra 6nce immiinoglobulin tedavisi uygulanmaktadir. Hasta erken
yanit 1-2 giin olarak degerlendirilmektedir. Hastalarin Ig yanit sevileri O yanit yok, 1

erken yanit, 2 ise ge¢ yanit olarak degerlendirilmektedir.

Hastaligin tedavisinde steroid tedavisi ve immiin baskilayici tedavilere direngli
ya da splenektomi sonrasi tekrarlayip ayni tedavilere diren¢ gdsteren kanama riski
mevcut kronik ITP hastalariin trombosit sayisinin artirilmasi amaciyla Eltrombopag

etken maddeli ilaglar kullanilmaktadir.

Daha az direngli olan ve immiinsupresiflere yanit veren hastalar i¢inse steroid
tedavisi uygulanmaktadir. Cizelge 4.1.1° de ITP’ li gruba ait klinik bulgular yer

almaktadir.
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Cizelge 4.1.1. ITP’ li Grup Hastalik Klinik Bulgular

Klinik Veriler Kadin Erkek | Toplam
) +(Var) 3 1 4

Major Kanama

-(Yok) 32 19 51

+(Var) 16 5 21
Minér Kanama

-(Yok) 18 16 34

<10000 mm3 12 6 18
Platelet Sayisi/mm3 10000-20000 mm3 16 11 27

>20000 mm3 5 5 10

Yok 0 0 0
IVIG Yamti Erken 16 15 31

Geg 18 6 24

Kismi Cevap 10 5 15
Tiim Yanit Tipi

Tam Cevap 24 16 40

Steroid 23 12 35
Yanit Veren Tedavi Tipi

Eltrombopag 12 8 20

Sekil 4.1.1 ITP’ 1i ve saglikli kontrol gruplarinda yer alan goniilliilerin yas

dagilimina aittir.

ITP' li ve Saghkh Kontrol Yas Dagilim Grafigi
10
9
= 8
% 7
n 6
= 5
= 4
:g 3
© 2
1
0
10-18 19-25 26-35 36-45 46-55 56-65
1-9 Yas Yas Yas Yas Yas Yas Yas =65 Yas

TP Kadm 0 0 0 6 4 8 9

® {TP Erkek 0 0 3 2 3 5 3 5

= Kon.Kadin 0 0 8 9 4 5 4 2

m Kon.erkek 0 0 2 8 7 2 0 2

Sekil 4.1.1. ITP’ li ve Saglikli Kontrol Gruplar1 Yas Dagilimi Grafigi
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Cizelge 4.1.2° de yer alan veriler géz 6niine alindiginda ITP’ 1i ve kontrol
gruplart arasinda her iki polimorfizm agisindan da anlamli bir fark bulunmamistir

(p>0,05).

Cizelge 4.1.2. rs8585545 ve rs704848 Polimorfizmlerinin ITP’ li ve Saglikli Kontrol

Gruplarinda Alel ve Genotip Frekanslar1 Karsilastirmast

Saghkh Kontrol iTP
SNP P
N % N %
Alel A 56/106 | 52,8 | 49/110 | 44,54 |p=0,160
Frekanslar | G 50/106 | 47,2 | 61/110 | 55,46 |p=0,576
< [Genotip  [AA 14/53 | 26,41 | 12/55 | 21,82 |p=0,576
[Tp}
% Frekanslar | AG 28/53 | 52,83 | 25/55 | 4545 |p=0,443
= GG 11/53 | 20,76 | 18/55 | 32,73 |p=0,160
Alel C 63/106 | 59,43 | 58/110 | 52,8 |p=0,198
Frekanslar | G 43/106 | 40,57 | 51/110 | 47,2 |p=0,733
o |Genotip [CC 19/53 | 3584 | 18/55 | 32,72 |p=0,733
&
S |Frekanslan|CG 25/53 | 47,16 | 22/55 40 | p=0,452
N~
£ GG 9/53 17 | 15/55 | 27,28 | p=0,198

Cizelge 4.1.2° de yer alan veriler gz Oniine alindiginda polimorfizmlerin ¢aligma
grubu icerisindeki dagilimi hasta ve kontrol gruplari arasinda dengeli bir dagilima
sahiptir. Bu dagilimlarin literatlir taramasi sonras1 Avrupa popiilasyonu ile uyumlu
oldugu goriilmektedir. Once alleller daha sonra homozigot ve heterozigot genotipler
taranmis ve IBM istatistik programinda p degerleri hesaplanmistir. p degerleri 0,05 ten
bliylik oldugu icin %95°lik giivende p degerleri ile hastalik patogenezi arasinda anlamli

bir iliski bulunamamustir.

Calisma gruplart olusturulurken cinsiyet dagilimlarinin birbirine yakin olmasi
saglanmistir. Polimorfizm dagilimlarinin analizleri sirasinda da hasta ve kontrol gruplari

cinsiyete gore polimorfik (heterozigot) olma ya da polimorfik olmama (homozigot)
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sayilar1 belirlenmistir. Cinsiyet acisindan yapilan karsilastirmada her iki polimorfizm

icin gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmamagtir.

Analizler sirasinda rs858554 ve rs704848 polimorfizmleri i¢in hasta ve kontrol
gruplar1 bazinda ayr1 ayri cinsiyete gore polimorfik (heterozigot) olma ya da polimorfik
olmama (homozigot) sayilart belirlendi. Her iki cinsiyet acisindan yapilan

karsilagtirmada gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmadi.

Sekil 4.1.2° de ITP’ 1li ve saglkli kontrol gruplari arasmnda yapilan
karsilastirmada, rs858554 ve rs704848 polimorfizmlerinin her ikisinin de mevcut olma
durumu g6z 6niine alinacak olursa, kontrol grubunda 16 (p=452), hasta grubunda ise
24 (p=0,659) hastada her iki polimorfizm mevcuttur. Sayilarin birbirine yakiligi ve
aradaki farkin istatistiki yonden anlamli olmadig diisiiniiliirse bu verilerde rs858554 ve
15704848 polimorfizmlerin ITP hastaligmin patogenezine dogrudan katki saglamadigin
diistindiirmektedir (p>0,05).

iTP ve Saghkh Kontrol Homozigot Genotip Karsilastirma
35
30
25
s 20
©
L] 15
10
rs858554 rs858554
Sadece Sadece
5704848 5704848 rs858554 rs704848
Her Ikisi En Az Birisi ] ;
. . Homozigot Homozigot
Homozigot Homozigot
miTP 24 17 30 31
m Saglikl Kontrol 16 15 25 26

Sekil 4.1.2. ITP ve Saglikli Kontrol Gruplar1t Homozigot Genotip Karsilastirmasi

Taramig oldugumuz polimorfizmlerin National Center For Biyotecnology
Information verilerine gére intronik bolgelerde olmas ilgili polimorfizmlerin ITP ile

dogrudan iliskisinin tespit edilememesinde etili olabilecegi diisiiniilmektedir.
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4.2. Tartisma

ITP hastaligi giiniimiizde Hematoloji kliniklerinin is yiikiinii gittikge
arttirmaktadir. Hastaligin ¢ikis mekanizmasi tam olarak bilinmedigi i¢in tedavi siirecide
bu nedenle uzun siirmektedir. Viicudun en 6nemli lenfoid organlarindan birisi olan
dalak, ITP tedavisinin yetersiz kalmas1 ve immiin sistemin trombositleri yikmaya devam
etmesi nedeniyle viicuttan cerrahi yolla c¢ikarilmaktadir. Bu da kisinin sonraki
yasaminda savunma sistemini olumsuz etkilemekte ve destege muhta¢ birakmaktadir.
Bu nedenle ITP hastaligmin ortaya ¢ikis sebeplerinin ve genetik temellerinin tam olarak
ortaya ¢ikarilmasi, hedef tam olarak saptandigi icin tedavi siirecini de mutlaka olumlu
etkileyecektir. Bu konuda yapilan ¢alismalar hastaligin ortaya ¢ikisi, seyri ve tedavi
siirecini mutlaka olumlu etkileyecektir. Yapmis oldugumuz c¢alisma gibi hastaligin
genetik temeli konusunda yapilan ve yapilacak olan caligmalar hastalik patogenezinin
aciklanmasina katki saglamaktadir. Hastalik otoimmiin bir karakterde oldugu i¢in T
hiicresi sinyal yolaklarindaki olumsuzluklarin belirlenmesi ve bu olumsuzluklarin
diizeltilmesi yoniindeki tedavi seceneklerinin belirlenmesi agisindan kiymetli veriler
saglamaktadir. Bu baglamda ITP hastaligin genetik temelini irdelemek ve THR’ niin en
onemli komponentlerinden birisi olan CD3’ iin gen polimorfizmlerinin hastaligin

patogenezine katkisini arastirmak i¢in bu tez ¢alismasi planlanmastir.

T hiicre sinyal yolaklarindaki aksakliklarin ortaya cikartilmasi hastaligin 6nemli
tedavi segeneklerinden birisi olan intravendz immiinglobulinlerin etkileri konusunda da
ilerlemelere katki saglayabilir. Yaptigimiz literatiir taramalarinda ITP hastaligmin
genetik temeli ve calistigimiz polimorfizmlerle ilgili fazla ¢alisma bulunamamistir
Ancak literatiirde CD247 genine ait diger polimorfizmlerle ilgili bir¢ok ¢alisma

bulunmaktadir.

T hiicrelerin antijenik yapilar1 taniyabilmeleri i¢in mutlaka hiicre- hiicre temasi
gerekmektedir. T hiicreleri plazmada serbest dolasan antijenleri tanityamamaktadir.
Antijen lenfositler tarafindan tanindiktan sonra ilk sinyal iletimi olmaktadir. Bu sinyal
immiin yanitin olmasi i¢in mutlaka gerekmektedir. Patojenler ile karsilasan dogal
immiinite ikinci sinyali baslatmaktadir. Ikinci sinyal ise immiin yamti olusturacak olan
lenfositlerin aktive olmasi icin gerekmektedir. Ikinci sinyal edinsel immiinite

mekanizmasinin yalnizca patojenlere karsi ortaya ¢ikmasini saglamakta ve zararsiz
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patojenlere  karsi gereksiz cevabit engellemektedir. T hiicrelerinin  sinyal
mekanizmalarinda yasanacak olasi bozukluklar immiin sistemde aksakliklara neden

olacaktir.

Genetik polimorfizm; bir toplulukta farkli allellere bagli olarak, genetik ag¢idan
iki ya da daha fazla fenotipin ortaya ¢ikmasi olarak tanimlanmaktadir. Popiilasyon
genetigi yoniinden belli bir frekansa ihtiyag varken, molekiiler biyoloji yoniinden
frekans 6nemli olmayip yalnizca bir ailede de olsaa goriilen varyant polimorfik olarak
tanimlanmaktadir. Polimorfizmler tiirlerin yasadiklar1 ortama uyumunu kolaylastirarak
evollisyon siirecinde tiirlin devamina biiyiik katki saglamaktadir. Ayrica tiir igerisinde
genetik ¢esitliligi de zenginlestirmektedir. Polimorfizmler kisilerin hastaliga yakalanma
risklerinin, hastaliga verdigi cevabin ve ilaglara karsi gozlenen yan etkilerin farkli
olmasinda etkili olmaktadir (Nussbaum, Mcinnes, Willard, 2015).

Genlerin yaklasik % 97-98” lik bir kismin1 kodlama yapmayan gen bolgeleri
yani ‘intron’ lardan olusturmaktadir. mRNA ve protein kodlamasi yapan ¢ok kiigiik bir
orana sahip bolgeler ise ‘ekzon’ olarak tanimlanmaktadir. Birkag yil dncesine kadar
yapilmis olan bilimsel ¢alismalarda DNA’ nin biiyiik bir kismini meydana getiren intron
denen bu boélgeleri junk DNA (onemsiz DNA)’ olarak tanimlanmaktadir. Oysa son
birka¢ yil i¢inde yapilan caligmalar bu bdlgelerde de kiigiik RNA sentezlerinin
yapildigin1 ve bu bolgelerinde bircok yasamsal biyolojik faaliyete katki sagladigim

gostermektedir. Bu bolgeler dogrudan protein ve mRNA kodlamasina katilmasa da;

— Hangi genin hangi genle, ya da hangi proteinin hangi proteinle birlestirilecegi,
nereye tasinacagi

— Hangi hiicre ve dokunun hangi organda ne kadar ve ne zaman yapilacag

— Biiylime ve gelismenin nerede nasil diizenlenecegi

— Kok hiicrelerin nerede hangi hiicre, doku ve organlara doniisecegi

— Hangi genin hangi kosullarda susturulacagi ya da daha oOnce sessiz kalip
fonksiyon gostermeyen hangi genin hangi kosullarda yeniden calismaya
baslatilacagi

— Bir gen okunurken hangi boliimiin okunup hangi béliimiin okunmayacagi, ne

zaman, nereden nereye atlanacagi
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— Hiicrelerin hangi kosullarda ¢ogaltilip ya da hangi kosullarda 6ldiiriilecegi, ne
zaman kanser gelistirilecegi,
— Hiicre ¢ogalma ve boliinmesi, kromozom yapisi olaylar1 gibi bir¢ok biyolojik

yagsamsal faaliyete katki saglamaktadirlar (Ates, 2016).

Bu fonksiyonlar agisindan bakildiginda intronik polimorfizmlerinde hastalik
patogenezinde etkin olabilecekleri belirgin bir sekilde ortaya ¢ikmaktadir. Bu nedenle
polimorfizm hastalik iligkilerini inceleyen birgok g¢alismada intronik polimorfizmler
dikkatle incelenmektedir. GWAS (Genom Capinda Iliski Calismasi-Genome-wide
Association Studies) calismalarinda da SNP’ lerin ¢ogu kodlama yapmayan gen
bolgelerinde sekillenmektedir. GWAS calismalar1 SNP’ lerin yakin komsulugundaki
fonksiyonel genlere etki edebileceklerini gostermektedir (Ahonen vd., 2009; Degner
vd., 2012; Trynka vd., 2013).

Ayrica son donemlerde farmakogenetik bilim dali da Onem kazanmaya
baglamistir. ‘Farmakogenetik’, ilaca verilen yanitin genetik yapiya gore bireyler
arasinda farklilik gostermesi ve buna bagli olarak ila¢ etkinliinin degismesini
inceleyen bir bilim dali olarak tanimlanmaktadir. Bireylerin ilaglara olan duyarliligi ve
ilaglarin yan etkilerin degerlendirilmesi, hastanin genotipine gore bireysel tedavi
seceneklerinin gelistirilmesi ve yeni terapdtik hedeflerin belirlenmesi farmakonegetik
calisma alanlaridir. Tlaglar genetik polimorfizme gore ii¢ sekilde etki etmektedir.

1. Genetik polimorfizme bagli olarak ilag metabolizma hiz1 degismektedir.
Polimorfizm ilag metabolizmasinda etkili bir enzim sentezinde gorevli ise
ilgili enzim sentezindeki aksamalar metabolizma hizin1 degistirmektedir.

2. Polimorfizmler ilacin etki seklini degistirebilmektedir. Ornegin Glukoz-6-P
dehidrojenaz eksikligi kisilerin oksidan ilaglara karsi duyarlilik diizeyini
degistirmektedir.

3. Polimorfizmler ilgili enzimlerin ilagla olan etkilesimini degistirmektedir

(Pergin., 2007).

T hiicre fonksiyonlarinin baglamasi i¢in THR’ {inden gelecek olan sinyal esastir.
Bu reseptoriin gen yapisi ile ilgili farkliliklar sinyal ileti fonksiyonlarinda degisikliklere

neden olabilir. CD247 genine ait intronik polimorfizmlerin molekiiliin fonksiyonel
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etkinligi {izerine etkisini gdsteren bir calisma kolorektal kanser i¢in Ongoriilen bir
antikor tedavisi ile iligkili olarak ortaya konmustur. Zhang ve arkadaglarinin yaptigi
calismada immiin diizenleyici polimorfizmlerin, M701 adli antikor aracili
sitotoksisiteye etkisi arastirilmistir. CD247 geninin intronik rs294955 polimorfizmini

homozigot tasiyan bireylerde diisiik sitotoksik kapasite bildirilmistir (Zhang vd., 2018).

Bu tez c¢aligmasinda CD247 geninin intronik varyantlari olan rs858554 ve
rs704848 polimorfizmleri incelenmistir. Literatirde CD247 gen polimorfizmlerinin
arastirildigi makaleler bulunmaktadir. Bu makaleler icerisinde ITP gibi otoimmiin
hastaliklarin arastirildigi yayinlar da mevcuttur. Ancak ITP ve CD247 iliskisini arastiran
yayina rastlanmamistir. Bu tez calismasi bu 6zelligi ile 6zgiin bir aragtirma alanina 11k

tutmaktadir (rs858554, 2018, rs704848, 2018).

CD247 polimorfizmlerinin romatoid artrit, sistemik lupus eritematozus, sistemik
skleroz gibi otoimmiin temelli hastaliklarda c¢alisildigi gorilmektedir. Farkl

hastaliklardan olusturulan gruplar i¢in yapilan ¢alismalar da mevcuttur.

Li ve arkadaslarinin yaptig1 calismada romatoid artrit hastalarinda CD247 gen
polimorfizmleri 612 hasta ve 848 kontrolde calisilmistir. Bu g¢alismada irdelenen
polimorfizmlerden birisi de bu tez calismasinda arastirilan rs858554 polimorfizmidir.
Aragtirmacilar bu polimorfizmle romatoid artrit hastaligi arasinda anlaml iliski
bildirilmistir (Li vd., 2016).

Bir bagka otoimmiin hastalik olan Systemic lupus erythematosus (SLE)
hastaligi ile ilgili yapilan ¢ok merkezli calismada arastirilan CD247 polimorfizmleri
arasinda rs858554 ve rs704848 polimorfizmleri de bulunmaktadir. Bu ¢alismada 8922
hasta, 8077 kontrol degerlendirildigi bildirilmistir. Calismada degerlendirilen
poplilasyon cesitli etnik kokenlerden olustugu icin sonuglar etnik kokenlere gore
yapilmustir. rs858554 polimorfizmi 6zellikle Asya kokenli SLE hastalarinda kuvvetli bir
p degeri vererek anlamli iligki gostermistir. Ancak Avrupa kokenli SLE hastalarinda
boyle bir iliski olmadigi bildirilmistir (Martins vd., 2015). Bu bilgi toplumsal olarak
paylasilan genetik yiikiin hastaliklar ile iligkisinin ortaya konmasinin 6nemini de
vurgulamaktadir.

Hristova ve arkdaslarinin yaptigi ¢alismada Sistemik lupus eritematozus (SLE)

hastalig1 ile CD247 genine ait rs1052230 ve rs1052231 polimorfizmlerinin iliskisi
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arastirilmistir. Calisma toplam 52 hasta ve 95 saglikli kontrol grubu ile yapilmis ve
sadece etnik kokeni Bulgar olan hastalar ¢alismaya dahil edilmistir. Yapilan TagMan
genotiplendirme ¢alismasinda 837 C>G rs1052230, 844 A>T rs1052231 olarak tespit
edilmistir ve bu genotiplere goére her iki polimorfizminde hastalikla iliskisi tespit
edilememistir. Ancak 837GG aleli bazi hematolojik hastaliklar ve 837AA aleli ise
ANA(Anti Niikleer Antikor) ve bazi immiinolojik hastaliklarla baglantili bulunmustur.
Calismamiz agisindan burada dikkat ¢eken nokta CD247 genine ait polimorfizmlerinin
etnik orijine bagh olarak degisiklik gosterebilecegidir. Taradigimiz polimorfizmlerin
ITP ile dogrudan iliskisinin tespit edilememesinde etnik kokenin etkili olabilecegi
distiniilmektedir. Yapilan ¢alismalar gostermektedir ki etnik ve bolgesel farkliliklar
polimorfizm hastalik iligkisi a¢isindan 6nem arz etmektedir (Hristova vd., 2017).

Holmberg ve arkadaglari, Tip 1 Diyabet mellitus ve otoimmiin tiroid
hastaliklarina sahip ailelerde yaptiklar1 calismada CD247 gen polimorfizmleri ile
hastalik arasinda iligski bildirmislerdir (Holmberg, Ruikk, Lindgren, Eliasson ve
Mayans, 2016).

Yapilan ¢aligmalar CD247 gen polmorfizmlerinin hastalik patogenezi lizerindeki
etkisinin degisken oldugunu ortaya koymaktadir. Yapmis oldugumuz bu calismada
hasta ve saglikli kontrol gruplarinin sayilar1 gorece oldukca diisiiktiir. Bunun baslica
nedeni katilimda goniilliiliik esasina dayali bir grup olusturulmasidir. Diger bir neden
ise Hematoloji poliklini§inde takip edilen ITP’ 1i hasta sayisinin cok yiiksek
olmamasidir. Gruplar icerisindeki saymin az olmasi iststistiksel degerlendirmelerde
yetersiz kalmis olabilir. ITP hastaligi daha ¢ok cocuklarda goriilen otoimmiin bir
hastaliktir. Calismamiz sadece 18 yasindan biiyiik hasta ve saglikli kontrollerle yapildigi
icin bu durumunda ilgili polimorfizmlerin hastalifin patogenezine katki saglamadigini
diistinmemizde etkili oldugu g6z oniline alinabilir. Ayrica hastalik uzun siire takip ve
tedavi gerektirdigi icin caligma sliremizin kisitli olmasi da sonuglarimiz agisindan bagka
bir olumsuzluk olarak degerlendirilebilir.

ITP’nin patogenezini agiklamaya yonelik 6zellikle T hiicre sinyal yolaklarinin
katkis1 acgisindan  genetik ve fonksiyonel caligmalar ileriye doniik olarak

planlanmaktadir.
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TRAKYA UNIVERSITESI TIP FAKULTESI
BILIMSEL ARASTIRMALAR ETiK KURULU
BILGILENDIRILMIS GONULLU HASTAOLUR FORMU

Bir arastirma projesine davet edilmektesiniz. Bu arasgtirmanin yiiriitiilmesi,
Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Bilimsel Arastirmalar Etik Kurulu’nun 02/11/2016
tarih ve 17/08 sayil1 karar1 ile onaylanmustir.

Arastirmaya katilmaya karar vermeden Once arastirmanin neden ve nasil
yapilacagini anlamaniz ¢ok dnemlidir.

Arastirmaya katillm tamamen goniilliliikk ilkesine bagli olup katilmay1
reddetmeniz herhangi bir cezaya ya da elde edilecek herhangi bir yararin
kaybedilmesine kesinlikle yol agmayacaktir.

Ayni sekilde aragtirmaya katilmay1 kabul ettikten sonra da arastirmanin herhangi
bir yerinde hi¢bir neden gostermeksizin herhangi bir zarar ya da elde edilmesi beklenen
bir yarar kaybina yol agmadan arastirmadan ¢ekilebilirsiniz.

Arastirma kapsaminda yapilan islemlerin mali giderleri aragtirmacilar ya da
destekleyici TUBAP(Trakya Universitesi Bilimsel Arastirmalar1 Birimi) tarafindan
karsilanacak olup size ya da sosyal giivenlik kurumunuza higbir mali yiik
getirmeyecektir.

Asagidaki bilgileri dikkatlice okuyun ve arastirmaya katilmak isteyip
istemediginize karar vermek i¢in liitfen biraz diisiiniin.

Arastirmanin  bilimsel adi: CD247 Genine Ait rs858554 ve rs704848
PolimorfizmlerininimmiinTrombositopenikPurpura Hastalig1 Ile Tliskisi’

Arastirmamin anlagilabilir basit adi: Immiintrombositopenik Purpurali Hastalarda
CD247 isimli 6zel bir genin aragtirilmasi

Sorumlu Arastirmacimin adi ve gorev yeri: Jillide TOZKIR, Trakya Universitesi
Saglik Aragtirma Uygulama Merkezi Doku TiplendirmeLaboratuari

Arastirmanin amaci: Immiintrombositopenik Purpura (ITP): ITP viicudumuzdaki
kanin pihtilasmasii saglayan trombositlerin sayisinin azalmasiyla olusan iltihabi bir
hastaliktir. Trombosit sayisindaki diismenin seviyesine gore viicutta kanamalar

yapabilir.
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Cd247 viicudumuzda iltihabi durumlar1 diizenlemekle gorevli hiicreler lizerinde bulunan
bir yapidir. Bu yapmin genindeki farkliliklarin hastalik ile iligkisi olup olmadig:
arastirilacaktir.

Arastirmamin niteligi (klinik, laboratuvar, epidemiyolojik, tez calismasi vb.):
Laboratuvar caligmast.

Arastirmanin baslama tarihi ve dngoriilen siiresi: 15/10/2016,Tahmini 6ngoriilen
stire 1yl

Arastirmaya katilmasi beklenen goniillii sayisi: 96 ITP Hastasi, 96 Normal saglikli
olgunun alinmasi planlandi.

Arastirma sirasinda uygulanacak olan invaziv yontemler dahil olmak iizere
goniilliiye uygulanacak yontem, girisim ve tedavilerin tiimii: Trakya Universitesi
Hematoloji Poliklinigi ve servisinde tedavi géren ITP hastalarindan ve saglikli kontrol
olgularindan rutin kontrolleriniz i¢in yapilan kan alimi sirasinda bu ¢alisma i¢in kan
sayimi (hemogram) tiiplinebir tiip fazladan kan alinacaktir. Bagka bir kan alim1 yapilmayacaktir.
Arastirmanin deneysel kisimlari: Sizin gibi hematoloji poliklinigine gelmis olan ITP hastasi
ya da hematoloji poliklinigine gelen normal saglikli kontrol olgularindan labaratuvarda alinan
kanlarda CD247 isimli gen arastirilacaktir. Planlanan hasta sayisina ulasildiktan sonra ¢ikan bu
sonuclarbir istatistik yontem ile degerlendirilecektir.

Farkh uygulama ve girisimler icin goniillillerin arastirma gruplarina rastgele atanma
olasihigi:Farkli uygulama ve girisimler i¢in goniillillerin arastirma gruplarina rastgele atanma
olasilig1 yoktur.

Katihmcimin arastirmaya dahil edilme nedeni: Sizin gibi ITP hastalar1 veya saglhkli
goniilliiler calismaya alinacak.

Arastirmadan dogrudan goniillii icin beklenen yarar:: ITP hastahiginda steroid,
intavendzimmiinglobulin G, splenektomi, vinkristin, ritiikksimab gibi birtakim tedaviler verilse
de bazi hastalar tiim bu tedavilere direngli olabilmektedir. ITP hastalig: iltihabi bir hastalik
olmasina ragmen kesin sebebi heniiz tam olarak bilinememektedir. Eger hastaligin sebebine
yonelik yeni bilgiler edinilebilirse bu yeni bilgilerin 1s18inda tedavide etkili yeni ilaglar
kesfedilebilir. Bu agidan bilime 6nemli bir katkida bulunmus olacaksiniz. Arastirmamizin
dogrudan size veya yakinlariniza yarari bulunmamaktadir.

Goniilliiniin sorumluluklari: Calismada hig¢ bir sorumlulugunuz bulunmamaktadir. Istediginiz

anda ve herhangi bir gerek¢e gostermeden calismadan ayrilabilirsiniz.
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Goniilliiniin (arastirma hamilelerde veya lohusalarda yapilacaksa ise embriyo, fetiis veya
siit cocuklarmin da) maruz kalabilecekleri riskler veya rahatsizhklar: Caligmamizda
hamileler, lohusalar, ve ¢ocuklar yer almayacaktir.

Risklere karsi alinan onlemler:Sizin gibi poliklinige gelen ITP hastast yada saglikli
goniillillerden calismamiz icin alinacak kan, normal kontrolleriniz i¢in yapilan kan alimi
sirasinda, deneyimli personel tarafindan gergeklestirileceginden sagliginizi olumsuz etkileyecek
herhangi bir risk tasgimamaktadir.

Goniilliiye alternatif olarak uygulanabilecek olan diger yontemler ve bunlarin olasi yarar
ve zararlari:Sizlere kontrol kan tahlili i¢in verdiginiz kan alma haricinde herhangi bir islem
yapilmayacaktir.

Arastirmaya bagh olarak bir zarar olustugunda verilecek tazminat ve saglanacak
tedaviler: Calismamz sizin gibi poliklinige gelen ITP hastas1 yada saglikli goniilliilerden
kontrol amaciyla yapilan kan alimi sirasinda fazladan bir tiip alinacagindan caligmada
sagligimizi olumsuz etkileyecek herhangi bir risk yoktur. Bu nedenle sigorta yapilmayacak ve
tazminat kargilanmayacaktir.

Goniilliilere yapilacak ulasim, yemek gibi masraflara iliskin 6demeler: Goniillillere her ne
sebeple olursa olsun herhangi bir 6deme yapilmayacaktir.

Goniilliiniin arastirmaya katthmimin sona erdirilmesini gerektirecek durumlar veya
nedenler: Goniilliiniin arastirmaya katiliminin sona erdirilmesini gerektirecek herhangi bir
durum yoktur ama goniilliiler istedikleri zaman herhangi bir gerek¢e gostermeden ¢alismadan
ayrilabilirler.

Arastirma sonunda goniilliilere bilgi verilecek mi? Eger isterlerse goniilliilere
arastirma sonrasinda bilgi verilecektir.

Goniillillerin arastirma hakkinda, kendileri hakkinda ya da arastirmayla ilgili
herhangi bir beklenmedik olay hakkinda daha fazla bilgi edinebilmesi icin temasa
gecebilecegi kisi ve kendisine giiniin 24 saatinde erisebilecegi telefon numarasi:
Jiilide TOZKIR: 05333678225

Goniillillerden elde edilecek olan biyolojik materyallerin hangi amaclarla
kullanilacagi: Goniilliilerden elde edilecek biyolojik materyaller ITP hastaliginin
sebeplerini,CD247 isimli gen ile iligkisini daha iyi anlamak ve ileride bu hastaligin
tedavisinde kullanilabilecek yeni ilaclarin gelistirilebilmesi i¢in ipucglari aragtirmak
amaciyla kullanilacaktir.

Goniillillerden elde edilecek biyolojik materyaller iizerinde genetik arastirma

yapilabilmesi icin onay:
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“CD247 Genine Ait rs858554 ve rs704848
PolimorfizmlerininimmiinTrombositopenikPurpura Hastalig1 ile Iliskisi” arastirmasi
kapsaminda alinan biyolojik 6rneklerimin (kan, idrar, vb...);

[] Sadece yukarida bahsi gecen arastirmada kullanilmasina izin veriyorum.

[] ileride yapilmasi planlanan tiim arastirmalarda kullanmlmasmna izin
veriyorum.

[1 Hicbir kosulda kullanilmasina izin vermiyorum.
Yukarida acik¢a tanimlanan c¢alismanin ne amagcla, kimler tarafindan ve nasil
gercgeklestirilecegi anlayabilecegim bir ifade ile bana anlatildi.
Bu arastirmadan elde edilen bilgilerin bana ve baska insanlara saglayacagi yararlar bana
anlatildi.
Arastirma sirasinda meydana gelebilecek riskler ve rahatsizliklar bana anlayabilecegim
bir dille anlatildu.
Arastirma sirasinda olusabilecek zarar durumunda gergeklestirilecek islemler bana
anlatildi.
Arastirmanin yiriitiilmesi sirasinda olasi yan etkiler, riskler ve zararlar ve haklarim
konusunda 24 saat bilgi alabilecegim bir yetkilinin ad1 ve telefonu bana verildi.
Aragtirma kapsamindaki biitiin muayene, tetkik ve testler ile tibbi bakim hizmetleri i¢in
benden ya da bagli bulundugum sosyal giivenlik kurulusundan higbir iicret
istenmeyecegi bana anlatildi.
Aragtirmaya hicbir baski ve zorlama altinda olmaksizin goniillii olarak katiliyorum.
Arastirmaya katilmay1 reddetme hakkina sahip oldugum bana bildirildi.
Sorumlu aragtirmaci / hekime haber vermek kaydiyla, hi¢bir gerek¢e gdstermeksizin
istedigim anda bu ¢alismadan ¢ekilebilecegimin bilincindeyim.
Bu calismaya katilmay1 reddetmem ya da sonradan ¢ekilmem halinde hi¢bir sorumluluk
altina girmedigimi ve bu durumun simdi ya da gelecekte gereksinim duydugum tibbi
bakimi hi¢bir bigimde etkilemeyecegini biliyorum.
Calismanin yliriitiiciisii olan arastirmaci / hekim ya da destekleyen kurulus, c¢alisma
programinin gereklerini yerine getirmedeki ihmalim nedeniyle, benim onayimi almadan

beni ¢alisma kapsamindan ¢ikarabilecegini biliyorum.
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Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Bilimsel Arastirmalar Etik Kurulu'nun gerekli
gordiigiinde, gizliligimin korunmasi ilkesine uygun olarak,arastirma konusuyla iligkili
orijinal tibbi kayitlarima dogrudan erisimde bulunabilecegini biliyorum

Ilgili yasal diizenlemeler geregince kimligimi ortaya c¢ikaracak kayitlarin gizli
tutulacagi, kamuoyuna  aciklanmayacagi;  arastirma  sonuglarinin  bilimsel
toplantilardasunulabilecegiya da yayinlanabilecegi, ancak, bu tiir durumlarda
kimligimin kesin olarak gizli tutulacag: bana acgiklandi.

Arastirma konusuyla ilgili olarak, calismaya devam etme istegimi etkileyebilecek yeni
bilgiler elde edildiginde bana ya da yasal temsilcime zamaninda bilgilendirme
yapilacagi bana agiklandi.

Yukarida yer alan ve arastirmadan 6nce goniilliiye verilmesi gereken bilgileri gésteren
Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu adli metni kendi anadilimde okudum.

Aklima gelen biitiin sorulari sorma olanagi tanindi ve sorularima doyurucu cevaplar
aldim.

Yukarida konusu belirtilen aragtirma ile ilgili yazili ve sozli agiklama asagida adi
belirtilen arastirmaci tarafindan yapildi.

Bu kosullarla, s6z konusu arastirmaya higbir baski ve zorlama olmaksizin goniilli
olarak katilmay1 kabul ediyorum.

Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu’nun tam imzal1 bir kopyasini aldim.

Goniilliiniin; (El yazisi ile)
Adi- Soyads:
Imzasi:

Adresi (varsa telefon ve/veya faks numarasi):

Actklamalar: yapan arastirmacinin
Unvani, Adi- Soyadi: (El yazisi ile)
Gorev yaptigi boliim:

Imzasi:

Tarih:
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