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OZET

Ugurel, E. PINKI1 ve SWAP70 Genlerinin Klonlanmasiyla Olusturulan Proteinlerin Behget
Hastalarida ELISA Y&ntemi ile Taranmasi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii,
Genetik ABD. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul. 2009.

Behget hastaligi genel olarak tekrarlayan oral aftlar, genital iilserasyonlar, deri lezyonlar1 ve
iveit ile karakterize olan kronik inflamatuar bir hastaliktir. Behget hastaliginin
etiyopatogenezi bilinmemektedir. Genetik olarak yatkin bireylerde mikrobiyal patojenlerin
tetikledigi immunolojik anormalliklerin, patogenezinde 6nemli oldugu diisiiniilmektedir.
Behget hastaliginin patogenezinin belirlenmesine yonelik SEREX yontemi ile yapilan
calismalardan elde edilen sonuclar dogrultusunda PINK1 ve SWAP70 antijenlerine karsi
otoantikor yanitinin olustugu gézlenmistir. PINK1 antijenine karsi olusan antikor yanitmin
sadece Behget hastalarinda goriilmesi PINK1’in Behget hastaliginda yeni bir aday belirte¢
olabilecegini ortaya koymaktadir. SWAP70 antikor varliginin Behget hasta alt gruplarindan
vaskiiler tutulum ile baglantili oldugu belirlenmistir. Behget patogenezi acisindan anlamli
olabilecegi diisiiniilen PINK1 ve SWAP70 antijenlerinin, daha fazla 6rnekte ve daha hizli
taranabilmesi i¢in, proteinlerin sentezlenerek ELISA yOntemi ile taranmasi da ¢alismamizin
bir sonraki asamasi olarak diistiniilmiistiir.

Bu tez projesinde PINK1 ve SWAP70 genlerinin klonlanarak ekspresyonlarinin
gerceklestirilmesi ve elde edilen proteinlere/antijenlere karsi olusacak otoantikor yanitinin
Behget hasta ve saglikli kontrol serum 6rneklerinde ELISA ydntemi kullanilarak belirlenmesi
amacglanmistir. SEREX yontemi ile PINK1 pozitif oldugu belirlenmis bir grup Behget hasta
ve normal serum 6rneginde, PINK1 antijenine kars1 olusan antikor yanitinin degerlendirilmesi
icin ELISA yontemi ile denendiginde diisiik degerler gbzlenmistir. SWAP70 antijenine kars1
olusan antikor yanit1 degerlendirildiginde ise Behget hasta ve saglikli kontrol serum
orneklerindeki ELISA degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaistir
(p= 0,9293). Seropozitifligi belirlemek i¢in +2SD degeri kesim noktasi olarak alindiginda 7
hasta seropozitif olarak belirlenmis ve normaller ile karsilastirildiginda anlamlilik
bulunmustur (p= 0,014). Seropozitif ve seronegatif hastalardaki SWAP70 antikorlarmin

Behget hasta alt gruplarindaki dagilimma bakildiginda da anlaml bir fark bulunamamastir.

Anahtar Kelimeler : Behget hastaligi, PINK1, SWAP70, ELISA, antikor yanit1

Bu c¢ahisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 3351
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ABSTRACT

Ugurel, E. (2009). Screening of Patients with Behget’s Disease by ELISA Method with
Proteins Constitute by Cloning of PINK1 and SWAP70 Genes. Istanbul University, Institute
of Health Science, Genetics Common Programme. Istanbul 2009.

Behget’s disease is a chronic inflammatory disorder characterized by recurrent uveitis, skin
lesions, oral aphthous and genital ulcers. The etiopathology of BD remains unclear. In
individuals who are genetically susceptible, immunological abnormalities which are triggered
by microbial pathogens are thought to have an important part in pathogenesis of Behget’s

disease.

According to the results of studies by SEREX for research of pathogenesis in Behget’s
disease, autoantibody response to PINK1 and SWAP70 was found. It is thought that PINK1
may be a new candidate marker for BD since antibody response to PINK1 antigen has been
identified only in BD patients. It is found that presence of SWAP70 antibodies were
associated with vascular involvement among BD clinical sub-groups. It is thought that the
next step of our study would be screening with ELISA in order to screen fast in an abundant
of samples after synthesizing the proteins of PINK1 and SWAP70 which are considered as

significant in BD pathogenesis.

In this thesis project it is aimed to have expressions of PINK1 and SWAP70 by cloning and
identify antibody responses to these proteins/antigens by ELISA method in the sera of
Behget’s disease patients and healthy controls. In order to evaluate antibody response to
PINK1 antigen expressed in this study, low values were obtained by ELISA method in the
sera of Behget’s disease patients that known as PINK1 positive by experiments with SEREX.
In order to evaluate antibody response to SWAP70 antigen, it is not found any statistically
significance between ELISA values of samples in the groups of Behget’s disease and healthy
controls (p= 0,9293). When the threshold was calculated as +2SD to determine seropositivity,
7 patients were found as seropositive and there was found a significancy when comparing to
controls (p= 0,014). SWAP70 antibodies in seropositive and seronegative patients were

compared to BD subgroups but no significant difference was found.

Key words: Behget’s disease, PINK1, SWAP70, ELISA, antibody response

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No.3351.



1. GIRIS VE AMAC

Behget hastali§i heterojen Ozellikte, tekrarlayan ataklar ile karakterize, patogenezi ve
etiyolojisi tam olarak bilinmeyen bir multisistem inflamatuar hastaliktir. Tekrarlayan oral ve
genital llserler ve paniiveit ile karakterizedir. Hastaligin klasik triadi 1937 de Hulusi Behget
tarafindan tanimlanan tekrarlayan oral ve genital {ilserler ile hipopyonlu iritisdir (61).

Behget Hastaligi bilinmeyen etiyolojisi ile kronik inflamatuar bir bozukluktur. Genetik
olarak yatkin bireylerde mikrobiyal patojenlerin tetikledigi immunolojik anormalliklerin,
hastaligin patogenezinde 6nemli oldugu uzun zamandir 6ne siiriilmektedir. Behget hastaliginda
monosit ve lenfositlerin ¢esitli sitokinleri artmis oranda eksprese ettigi bildirilmistir. Genellikle
Thl tipi proinflamatuar sitokinlerin artmis sekresyonu, hastaligin ozellikle aktif doneminde
belirgindir. Ayrica hastaligin kliniksel aktivitesi ile birlikte seyreden oligoklonal T hiicre
genislemesi, Behget hastaligi immunopatogenezinde antijen kaynakli immun yanit1 gosterir (29).

Behget hastaliginda bazi otoantijen ve inflamatuar cevabm varligi gosterilmistir. Ornegin,
anti-endotelial hiicre antikoru, non-spesifik bulgu olmasima ragmen hastalarda sik rastlanmaktadir.
Retinal S antijen, retinada ifade edilen ve hastalarda iiveit ile iliskili antikorlarin gelistirebildigi bir
otoantijendir. Diger olas1 aday otoantijenler iginde, 1s1 soku proteinleri (hsp), tropomiyosin ve
okside diisilk yogunluklu lipoprotein yer almaktadir. Behget Hastaliginin patogenezinin
aydmlatilmasina iliskin molekiiler biyolojik ve genetik caligmalar tiim diinyada ve iilkemizde
devam etmektedir. Bugiine kadar farkli toplumlardaki Behget hastalarinda, protein diizeyinde
yapilan ¢alismalar sonucunda farkli otoantijenler belirlenmistir. Kinectin, Sip-1 ve SBP en son
yayinlanan ve Behcet Hastaliginda yeni otoantijen aday1 olarak sunulan proteinlerdendir. Behget
hastalarinda farkli bolgeler tutulum gostermektedir. Tutulum bolgesine gore farkli otoantijenlerin
bulunabilecegini géz oniinde tutmak gerekmektedir. Ayrica hastaligin ¢ikisinda genetik yatkmlik
ve cevrenin etkisini de unutmamak gerekmektedir. Bununla birlikte, bu antijenlerin gergekten
patojenik olup olmadiklar1 veya onlara karsi direkt immiin cevabin hastalik aktivasyonu ile
baglantili non spesifik inflamatuar reaksiyondan kaynaklanip kaynaklanmadigi hala
bilinmemektedir.

Behget hastaliginin patogenezinin belirlenmesine yonelik SEREX (Serological analysis of
cDNA expression libraries) (cDNA ekspresyon kiitliphanelerinin serolojik analizi) yontemi ile
yapilan ¢alismalardan elde edilen sonuglar dogrultusunda PINK1 ve SWAP70 antijenlerine kars1
otoantikor yanitinin olustugu gozlenmistir. PINK1 antijenine kars1 olusan antikor yanitinin sadece

Behget hastalarinda goriilmesi PINK1’in Behget hastaliginda yeni bir aday belirte¢ olabilecegini



ortaya koymaktadir. SWAP70 antikor varliginin Behget hasta alt gruplarindan vaskiiler tutulum ile
baglantili oldugu belirlenmistir.

PINK1 (PTEN-induced putative kinase 1), Okaryotlardaki intraseliiler sinyallerin
arttirilmas1 ve iletilmesinde rol alan enzimlerden protein kinaz ailesinin bir iiyesidir. PINKI,
noronal yasamsallig1 saglayan ve anahtar rolii oynayan hiicresel proteinlere baglanarak veya direkt
olarak fosforilleyerek gorev alabilir (50). N-terminalinde mitokondriyal hedef motifi ve
Ca/kalmodulin ailesinden serin/treonin kinazlara homoloji gosteren yiiksek oranda korunmus bir
kinaz domain bulunduran PINKI1 geni, 581 amino asitlik bir protein kodlar (24,43). PINKI
mRNA’s1 en ¢ok kalp, kas ve testislerde olmak iizere bir¢ok insan dokusunda eksprese edilir, bu
yiizden hiicrede yararl rollerinin oldugu diistiniilmektedir (94).

PINK1 gen lokusundaki homozigot ve heterozigot mutasyonlar, PARKG6 ailesel
Parkinsonizm’e sebep oldugu bildirilmistir. Otozomal resesif olan ve erken ortaya ¢ikan Parkinson
hastaligindaki PINK1 mutasyonlarinin prevelanst %0-15’tir (94). Dopaminerjik hiicre soylarinda
PINK1 i¢in siRNA kullanilarak yapilan calismalar, mitokondriyal fonksiyonun ileri derecede
kaybi ile sonu¢lanmistir. Bu durum ATP sentezinin azalmasina, oksidatif strese karsi hassasiyete
ve apoptoza yol agar (25). Vahsi tip (Wild-type) PINK1’in, apoptoza ve proteozomal inhibisyona
kars1 hiicreleri korudugu ve bodylece PINKI proteininin ndroprotektif bir roliiniin olabilecegi,
yapilan fonksiyonel ¢calismalarda gosterilmistir (24).

SWAP70, bir protein kompleksinin parcast olup immunoglobulin agir zincir geninin
doniisiim (switch) bolgesi substratlar1 arasindaki DNA rekombinasyonunu katalizler (7). DNA’ya
kars1 zayif bir afinitesi olan, ATP baglayan ve SWAP kompleksindeki diger proteinler ile yiiksek
afiniteli kompleksler olusturan SWAP70, niikleer bir protein olarak tanimlanmaktadir (8).
SWAP70 N-terminalinde kalsiyum iyonu baglayan EF-hand motifi, merkezinde plekstrin
homoloji (PH) domaini, ii¢ tane niikleer lokalizayon sinyali, niikleer eksport sinyali, Dbl homoloji
domaini ve C-teminalinde ‘coiled-coil’ bolgesi bulunmaktadir (27,89). Timus ve kemik iliginde
zayif bir sekilde eksprese olan SWAP70’in, doniisiim (switch) i¢in uyarilmis dalak hiicrelerinde
SWAP70 RNA’smin belirgin sekilde arttigi gézlenmistir.

SWAP70 proteini ii¢ tane niikleer lokalizasyon sinyali icermektedir ve hem nukleusta hem
de sitoplazmada varligi gosterilmistir. Fakat niikleer yapilara ya da kromatine karsi zayif bir
afinitesi bulunmaktadir (7). SWAP70, aderent hiicrelerde sitoplazmaya lokalize oldugu ve biiyiime
faktorii uyarmin ardindan membran dalgalarima transloke oldugu gosterilmistir. Bu olay

SWAP70’in PH domaini ile PtdIns(3,4,5)P3 etkilesimi ile gerceklesir ve aktin filamentleri ile



birlikte lokalize olur (27). Ayrica SWAP70’in mast hiicre degraniilasyonu i¢in gerekli oldugu ve
ilgili olan sinyal yolaginda yer aldig1 diistiniilmiistiir (89).

Behget patogenezi agisindan anlamli olabilecegi diisiiniilen PINK1 ve SWAP70
antijenlerinin, daha fazla 6rnekte ve daha hizli taranabilmesi icin, proteinlerin sentezlenerek
ELISA yontemi ile taranmas1 da ¢alismamizin bir sonraki asamasi oldugu diistiniilmiistiir.

Bu tez projesinde PINK1 ve SWAP70 genlerinin klonlanarak ekspresyonlarmin
gergeklestirilmesi ve elde edilen proteinlere/antijenlere karsi olusacak otoantikor yanitinin Behget
hasta ve saglikli kontrol serum oOrneklerinde ELISA yontemi kullanilarak belirlenmesi

amaclanmaktadir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Behcet Hastahig:
2.1.1. Tanim ve Epidemiyolojisi:

Behget hastaligi (BH) heterojen, tekrarlayan, patogenezi ve etiyolojisi tam olarak
bilinmeyen bir multisistem inflamatuar hastaliktir. Tekrarlayan oral ve genital iilserler ve paniiveit
ile karakterizedir. Hastaligin klasik triadi 1937 de Hulusi Behget tarafindan tanimlanan tekrarlayan
oral ve genital tlserler ile hipopyonlu iritisdir (61). Behget hastalig1 oral aftoz iilserler, okiiler
lezyonlar, deri lezyonlar1 ve genital lilserasyonlar olmak iizere dort ana semptom ile karakterize,
tekrarlayan sistemik inflamatuar bir hastalik olarak tanimlanmaktadir. Sik olarak eklemler,
bobrekler, akcigerler, gastrointestinal yol, santral sinir sistemi ve vaskiiler sistemin dahil oldugu
biitlin viicuttaki organ ve dokularda meydana gelen inflamasyon ile karakterizedir (19,98).

Behget hastaligi i¢in Uluslararas1t Calisma Grubu’nun belirledigi kriterler sunlaridir:
Agizda tekrarlayan major ya da mindr aftlar veya iilserasyonlara ek olarak; tekrarlayan genital
iilserasyon, eritema nodosum, psodofolikiilitis, papulopiistiiler yapilar, akneiform nodiiller, pozitif
paterji testi, anterior ya da posterior liveit ve retinal vaskiilit (37).

Behget hastaligr belirli bir epidemiyolojik 6zellik gosterir. Akdeniz havzasindan
Japonya’ya kadar uzanan cografik alanda daha sik goriiliir. Bu bolge eski Ipek Yolu’na denk gelir
ve saglikli populasyonda HLA-B51’ in yiliksek siklig1 ile beraber seyretmektedir. Behget
hastaligina olan genetik yatkinligin, bu yol iizerinden go¢ eden Tirkler vasitasiyla yayildigi 6ne
stiriilmiistiir (29). Behget Hastaligi Akdeniz havzasindaki iilkelerde, ortadogu ve dogu Asya’da
ozellikle Japonya’da siktir. Prevalansi Japonya (10- 15:100.000) ve Tirkiye’de (%5.3-%7.6)
yiiksektir. Azizerli ve arkadaslarinin Istanbul’da yaptiklar1 ¢alismada Behget hastaligi prevalansimi
42/10000 olarak bulunmustur. Yurdakul ve arkadaslari ise kuzeyde Camas’ da kiigiik bir alanda
yaptiklar1 ¢alismada, Behget hastaligi goriilme sikligini 37/10.000 olarak bildirmislerdir (61).

2.1.2. Behcet Hastah@imin Genetik Yatkinhg::

Behget Hastalig1 bilinmeyen etiyolojisi ile kronik inflamatuar bir bozukluktur. Genetik
olarak yatkin bireylerde mikrobiyal patojenlerin tetikledigi immunolojik anormalliklerin,
hastaligin patogenizinde onemli oldugu uzun zamandir 6ne siiriilmektedir. Son bulgular, Behcet
hastaligindaki inflamasyonun dogasimi daha i1yi tanimlamakta ve genetik faktorlerin onemini

desteklemektedir. Molekiiler genetik caligmalar1 Behget hastaligi ile HLA-B51 iligkisini ortaya



koymustur. HLA-B51 molekiiliiniin asil patogenik mekanizmasi bilinmemekte ve Behget
hastaliginin genetik yatkinlig1 tizerindeki dagilimi %20°den daha az oranda saptanmistir (36).

Behget hastalii, Mendeliyan kalitim modeli gosteren genetik bir hastalik degildir.
Hastalarin biiylik kismi aile hikayeleri olmayan sporadik vakalardir. Fakat hastalardaki ailevi
dagilim daha 6nceden bildirilmistir ve birinci derece akrabalarda artmis risk gozlenmistir. Tiirk
hastalarda kardeslerdeki tekrarlama riski %4,2’dir ve Kone-Paunt ve arkadaslar1 juvenil hastalarda
daha artmis olan riski %10 olarak bildirmisleridir. Tiirkiye’de Behget hastaligimin kardeslerdeki
tekrarlama riski oranlar1 11,4- 52,5 olarak hesaplanmistir, bu da gii¢lii bir genetik yiikii isaret eder.
Behget hastaligiin HLA-BS51 ile olan iliskisi, patogenezinde genetik faktorlerin yer aldigina dair
en destekleyici bulgudur. HLA-B51’in patogenezde dogrudan bir roliiniin olup olmadig1 ya da
HLA-B lokusuna yakin bir yerde lokalize olan ve Behget hastali§1 i¢in bir yatkinlik geninin
baglantilt olup olmadigi uzun siiredir arastirilmaktadir. HLA-B’nin sentromerik bolgesinde
lokalize olan tiimor nekrozis faktdr (TNF) ve lenfotoksin genleri, Behget hastalig1 yatkinlig: i¢in
aday genler olarak arastirmacilarm ilgisini ¢ekmistir. TNF ve HLA-B lokusu arasindaki genomik
segmentin arastirilmasi ile, HLA-B’nin 46-kb sentromerigine yerlesmis MHC smif I zincir iligkili
gen A (MICA)’nin Behget hastaligi ile gii¢lii bir iliskisi oldugu gosterilmistir. Behget hastaliginda
artmus olarak bilinen T hiicrelerine MICA molekiilleri tarafindan antijen sunulmasimin patogenik
mekanizma olabilecegi One siirlilmiistiir. Fakat intestinal epitelyumda yapilan MICA polimorfizm
calismasinda, MICA molekiillerinin T hiicrelerine antijen sunulmasinda rolii olmadig:
gosterilmistir (29,90).

Farkli mikrobiyal ajanlardan kaynaklanan Behget hastaligi ile iligkilendirilmis belirli
peptidlerin HLA-B51 ile sunulmasinin patogenezde bir mekanizma olabilecegi diistiniilmiistiir.
Fakat Behget hastalifina spesifik oldugu diisiiniilen peptidler kullanilarak yapilan ¢aligmalarda
bugiine kadar HLA-B51’in rolii gosterilememistir.

Wildner ve arakadaglar1 HLA-B27, HLA-B51 ve diger HLA-B allellerinde ortak olan
polimorfik HLA-B dizisi belirlemislerdir. Bu dizi, retinal ¢dzilinebilen antijen (S-Ag) kaynakli
peptid ile amino asit homolojisi gosterir. Bu peptid sicanlarda anterior liveitisi uyarabilmistir ve
iiveitli hastalarda B27PD kullanilmasinin oral toleransa sebep oldugu bildirilmistir. Kurhan-Yavuz
ve arakadaslari, posterior iiveitisli Behget hastalarinda B27PD peptidi, retinal S-Ag kaynakli
peptid ve retinal S-Ag’ye kars1 artmug T hiicre yanitin1 gostermislerdir (29,41).

Ailevi vakalarda yapilan baglanti analizi caligmalar1 sonucunda, HLA-B lokusunun Behget
hastaligia katkisinin (Agpa), toplam genetik yatkinligin %20’sinden az oldugu goriilmiistiir (36).

HLA genlerinin bulundugu 6p bdlgesinde yapilan incelemeler sonucunda, 6p22-23 bdlgesine yeni



bir lokus haritalanmistir. Ailevi vakalarda tamamlanan tiim genom taramasinda, HLA ve 6p22-23
disinda, yeni duyarlilik gen lokuslar1 i¢in kanitlar saglamistir (36). Yakin zamanda yapilan bir
diger tiim genom taramasi sonucuna gore yeni aday lokuslar belirlenmistir. Bu caligmada
KIAA1529 proteinini kodlayan gendeki bir tek niikleotid polimorfizminin (SNP) Behget hastaligi-
risk alleli olabilecegi bildirilmistir (21).

2.1.3. Behcet Hastaginda Mikrobiyal Ajanlarin Rolii:

Behget hastaginda mikrobiyal patojenlerin hastali§a sebep olan ajan ya da tetikleyici faktor
oldugu diisiiniilmektedir. Profesdr Behget, hastaligin viral etiyolojisinin oldugunu 6nermistir (29).
Bu hipotezde dort prensip One siiriilmiistiir: (1) viral, (ii) streptokokal, (iii) 1s1 soku proteinleri ve
(1v) capraz reaksiyona girebilen veya molekiiler taklit protein etiyolojileridir (98).

Viral DNA problarinin komplementer RNA’ya hibridizasyonuyla veya polimeraz zincir
reaksiyonu amplifikasyonuyla Behget hastalarinin periferal kan lenfositlerinde Herpes simpleks
virus (HSV) tip I genomunun oldugu gosterilmistir. Fakat Behcget hastalig1 etiyolojisinde HSV’
nin dogrudan bir rolii oldugu desteklenememistir (29,75,76).

Behget hastalarinda oral florada artmis oranda Streptococcus sanguis kolonileri
bulunmustur. Su an S. oralis olarak tanimlanan S. sanguis serotiplerine karsi olusan antikor yaniti
Behget hasta serumunda tespit edilmis ve saglikli kontroller ile romatoid artrit hastalarinda
bulunamamastir.

Insan mitokondriyal heat shock protein (hsp) ile belirgin oranda homoloji gosteren farkli
mikrobiyal etiyolojik faktorler arasindan Behget hastaligi patogenezinde hsp’lerin de yer aldigi
onerilmistir. Mikrobiyal hsp’nin belirli epitoplarin, spesifik bir immun yanit1 tetikleyen ve
inflamatuar reaksiyona sebep olan antijenler oldugu One stiriilmiistiir. 65 kD mikobakteriyal
hsp’nin dort peptidi ve bunlara homolog 60 kD insan hsp’nin peptidleri, T hiicre epitop haritalama
yontemleri ile belirlenmistir. Subkutandz immunizasyon ile Lewis sicanlarinda hsp peptidleri
anterior iiveitisi uyardigi gosterilmistir. En ¢ok tiveiti uyaran peptidin 60 kD insan hsp (336- 351)
peptidi oldugu belirlenmistir (16,17,29,80).

Behget hastaligina sahip Japon hastalarda Kaneko ve arkadaslari, CD4 pozitif T
hiicrelerinde antijen kaynakli oligoklonal genisleme bildirmis ve 60 kD insan hsp (336-351)
peptidine immun yanit olustugunu gostermislerdir. Ayrica bu peptide kars1t T hiicre proliferatif
yanit1 ile birlikte okiiler lezyonlarin varligi da gézlenmistir. Hsp ile uyarilmig T hiicrelerinin, oral
mukozal ya da retinal dokular ile capraz reaksiyona girebildigi ¢iinkii bakteriyal ve 6z hsp

molekiilleri arasinda molekiiler taklit (molecular mimicry) bulundugu 6nerilmistir (29,35,84).



2.1.4. Behcet Hastahiginda Immunolojik Anormallikler ve Antijen Kaynaklhi immun Yamt:

Behget hastaliginin en 6nemli 6zelligi non-spesifik olarak artmis inflamatuar yanittir.
Bunun klasik Ornegi, deriye basitge igne batirilmasiyla bir papiil ya da pistiil gelisimi ile
karakterize olan deri paterji reaksiyonudur. Papiil gelisimi hastalik siiresince de spontan olarak
ortaya cikar.

Behget hastaliginda monosit ve lenfositlerin bir¢ok sitokini artmis oranda eksprese ettigi
bildirilmistir. Genellikle Thl tipi proinflamatuar sitokinlerin artmis sekresyonu, hastaligin
ozellikle aktif doneminde belirgindir. Fakat monositlerden IL-1, IL-6 ve IL-8’in artmis sekresyonu
inaktif hastalarda da gosterilmistir. Behget hastalifinda asil patogenik mekanizma olarak artmis
adezyon molekiil ekspresyonu, siiperoksit olusumu ve artmis oranda kemotaksis ile ndtrofil
aktivasyonunun oldugu one siiriilmiistiir. Behget hastaliginda noétrofiller, Thl immun yanitin
olusmasinda 6nemli rolleri olan IL-12 ve IL-18’1 spontan olarak iiretirler (23,29,34).

T hiicre reseptor (TCR) pozitif hiicreler, CD8 pozitif hiicreler ve dogal o6ldiiriicii (NK)
hiicreler tarafindan eksprese edilen yeni bir reseptor ailesinin belirlenmesi ile HLA simif |
molekiillerinin baska fonksiyonlar1 tanimlanmistir. Bunlar 6ldiiriici immunoglobulin benzeri
reseptorlerdir (KIR) ve HLA smif I molekiillerinin farkl allelik gruplarinda da ayni olan 1-
heliks’in 77-83 rezidiilerindeki korunmus epitoplara baglanir. Bu reseptorlerin baglanmasmin, T
hiicre aracili sitotoksisite ve NK hiicrelerinin secici inhibisyonu ile iliskili oldugu gosterilmistir.
Behcet hastaliginda HLA-B51’in  patojenik rolii, inflamasyon hiicreleri iizerinde KIR
molekiillerinin etkisini igeren alternatif bir hipotez olabilir (21,29).

Aktif Behget hastalarinda IL-2 ve IFN {ireten T hiicrelerinin artmig oranda oldugu flow
sitometrik analizlerde gosterilmistir. Buna paralel olarak serumda IL-12’nin yiiksek seviyeleri
gliclii bir Thl yanitinin oldugunu destekler. Ayrica hastaligin kliniksel aktivitesi ile birlikte
seyreden oligoklonal T hiicre genislemesi, Behcet hastaligi immunopatogenezinde antijen
kaynakli immun yanit1 gosterir. Behget hastaliginda T hiicrelerini uyaran bir¢ok antijen
bulunmustur. T hiicreleri streptokokal antjenler tarafindan IL-6, IFN ve notrofilik faktorleri
iretmek i¢in uyarilabilir. Ayrica hsp kaynakli peptidler de Behget hastaliginda T hiicre
proliferasyonunu uyarabilir (29,30).

Baska bir hsp olan af-kristalin bobrek epitel hiicrelerinde, iskelet kasinda ve omurgali géz
lensinde bulunan kii¢iik bir stres proteinidir. Santral sinir sistemindeki glia hiicrelerinde strese
yanit olarak eksprese edildigi gosterilmistir. Noro-Behget hastalarinda serum ve BOS IgG ve

serum IgM antikorlarmin af-kristaline yanit olarak arttig1 gézlenmistir (15).



Behget hastaliginda B hiicrelerinin total sayilarinin normal sinirlar i¢cinde kalmasina
ragmen bazi fonksiyonla anormallikler tespit edilmistir. Aktif hastalarda spontan olarak
immunoglobulin salgilayan B hiicreleri, aktive olmus bellek B hiicreleri ile B hiicrelerinin IgA
izotipi sayica artmig olarak bulunmustur. 65 kD mikobakteriyal hsp ile yapilan B hiicre epitop
haritalama calismalarinda, T hiicre epitoplar1 ile birlikte goriilen peptidlere karsi IgA velgG
antikorlarmin belirgin oranda artis1 gosterilmistir (29,84).

Behget Hastaliginda otoantijen olarak aday gdsterilen HSP70 ve bu antijene karsi olusan
antikorun Behget Hastalarmin serumlarinda yiiksek titrasyonda bulundugu yakin zamanda
gosterilmistir. HSP70 in dogal ve kazanilmis bagisiklik yanitta proinflamatuar sitokin aktivasyonu
ve doku hasarina katilabilecegini belirtilmektedir (79,5).

Behget hastaliginda otoantijen olarak aday gosterilen otoantijenlere, 1s1 soku proteinleri ile
birlikte anti-endotelial hiicre antikoru, retinal S antijen, tropomiyosin, kinectin, Sip-1 ve SBP
antijenleri de verilebilir (5,14,22,59,77,99). Retinal S antijen retinada ifade edilen ve hastalarda
dveit ile iligkili antikorlarin gelistirebildigi bir otoantijendir. Yakin zamanda yaymlanan bir
calismada Behget hastaliginda retinal-S antijeni Thl hiicre epitop haritalamas1 yapilmistir. Belli
epitoplara spesifik T-hiicre yanit1 belirlenmistir (92).

2.1.5. Behcet Hastaliginin Otoinflamatuar ve Otoimmun Hastahklardaki Yeri:

Eksternal ya da internal bir olusuma karsi dogal immun yanit saatler igerisinde olusur;
daha giiclii ve daha spesifik yanitlar1 olan edinsel immun yanit, T lenfositlerin aktivasyonunu ve
hedeflenmis antikorlarin gelisimini gerektirdiginden, daha uzun siirede olugsmaktadir (85).

Otoimmunite, 6z antijenlere yonelik immun aktivasyon yamti gelistirmeyi tanimlar. Oz
antijenlere karsi antikor tiretilmesi ya da 6z antijenlere tepkili T hiicrelerinin aktivasyonu sonucu
gelismektedir. Otoimmunitenin gelismesinde baglica faktorler; 6z toleransin gelismemesine
katkida bulunabilen yatkinlik genlerinin kalitimsal gecisi ve 6ze tepkili (self-reaktif) lenfositleri
aktive eden enfeksiyon gibi ¢evresel tetikleyicilerdir.

Birgok gen otoimmun hastaliga neden olur, bunlardan en 6nemlileri MHC genleridir. Insan
ve es-soylu hayvanlardaki pek c¢ok otoimmun hastalik belli MHC allelleri ile iliskilidir. HLA
allelleri ile otoimmun hastaliklar arasi iliski cok eskiden beri bilinmektedir. Baz1 otoimmun
hastaliklarin siklig1 belirli bir HLA allelini tasiyanlarda, tasimayanlara oranla ¢ok daha yiiksek
olarak gozlenmektedir. Bu artmis siklik HLA-hastalik iligkisinde ‘goreceli risk’ olarak

tanimlanmaktadir. Burada belirli bir HLA alleli tagimanin o otoimmun hastaligin gelisme riskini



arttirdigl, ancak allelin kendisinin hastalik nedeni olmadigimi goz oniinde bulundurmak gerekir
(1).

Otoinflamasyon, otoimmunitenin uzantis1 olarak diisiiniilebilir (85). Otoinflamasyon,
hastaliktan etkilenmis bolgelerdeki bazi faktorlerin dogal bagisiklik sistemini aktive etmesi sonucu
kendi 6zline yonlendirilmis bir doku inflamasyonudur (1).

Behget hastaligt kompleks etiyolojiye sahip otoinflamatuar bir hastalik olarak
tanimlanmaktadir. Ciinkii artmigs inflamatuar yanit ve proinflamatuar sitokinlerin artmig

ekspresyonu, diger otoinflamatuar hastaliklarda da goriilen 6zelliklerdir.
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Sekil 2.1: Behget hastaliginin otoinflamatuar ve otoimmun hastaliklarin siiflandirilmasindaki yeri

gosterilmektedir. (Sayilarinin ¢oklugundan dolay1 tiim immunolojik hastaliklar alinmamustir). (48)

Monogenik otoinflamatuar hastaliklar dokuya spesifik faktorler tarafindan belirlenir. Ender
monogenik otoimmun durumlarda hastaligin lokalizasyonu, adaptif immun yanit tarafindan
belirlenir. Immunolojik hastaliklardaki klinik heterojenite, otoinflamatuar ve otoimmun faktdrlerin
degisken ekspresyonlarmi yansitabilir. Ornegin, insanlarda iiveitis igin genetik ve molekiiler

bulgular g6z oniine alindiginda iiveitis, ender monogenik otoimmun hastaliklar hari¢ her hastalik
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kategorisine girebilir. Ayrica poligenik otoinflamatuar hastaliklar ile MHC smif I iliskili
hastaliklar arasinda benzer durumlar bulunur fakat bu smiflandirmay1 basitlestirmek i¢in farkl
kategorilere boliinmiistiir (48). Ankilozan spondalit ve psoriatik artropati gibi Behget hastalig1 da
MHC smif I ile iliskilidir. Fakat ankilozan spondalit ve psoriatik artropatiye zit olarak Behcet
hastalig1 klinik 6zellikleri bakimindan ¢ogunlukla otoinflamatuar bir yapiya sahiptir. Dahas1t FMF
geni (MEFV) ve TNFRSF1A’nin belirli varyantlari, Behget hastaligi olan insanlarda daha sik
goriiliir. Bu dogrultuda MEFV mutasyonlari, inflamatuar bagirsak hastaligi ve Behcet hastalii
genel olarak Ortiismektedir. Behget hastaliginda iyi tanimlanmamis dokuya 6zgii faktorlerin
sekonder otoimmun yanitlara yol agabilecegi 6ne siiriilmiistiir. Behget Hastalig1 otoinflamatuar ve
otoimmun hastaliklarin siniflandirilmasinda karisik paternli hastaliklar kategorisinde yer

almaktadir (48). (Sekil 2.1).

2.2. PINK1 Geni ve Fonksiyonlar:

PINK1, okaryotlardaki intraseliiler sinyallerin arttirilmasi ve iletilmesinde rol alan
enzimlerden protein kinaz ailesinin bir iyesidir. PINK1, noronal yasamsallig1 saglayan ve anahtar
rolii oynayan hiicresel proteinlere baglanarak veya direkt olarak fosforilleyerek gorev alabilir (50).
PINK1,1p31.1-34.3 kromozom bdlgesinde yer almaktadir. Bu bdlge endometriyal kanserlerde
siklikla heterozigozite kaybi gozlenen kisimdir (86). Genin ismi, PTEN bulunmayan kanser
hiicrelerinde tespit edilen, 10. kromozomda bulunan ve tensin homologu olan transkript
varyantindan gelmektedir. PTEN-induced putative kinase adi verilen proteinin, serin/treonin
protein kinaz katalitik domain’e sahip oldugu kabul edilmistir (50). PINK1 proteini Drosophila
melanogaster’ deki CG4523 gen liriinii ile homoloji gosterdigi (amino asit diizeyinde %43 identik)
ve Caenorhabditis elegans’m hipotetik bir proteini olan EEED8.9 ile homoloji gosterdigi (%31
identik) bulunmustur. Omurgasizlardaki bu genlerin fonksiyonlarmin bilinmemesine ragmen her
iki protein de serin/treonin protein kinaz katalitik domain igerir (86).

N-terminalinde mitokondriyal hedef motifi ve Ca/kalmodulin ailesinden serin/treonin
kinazlara homoloji gosteren yiiksek oranda korunmus bir kinaz domain bulunduran PINK1 geni,
581 amino asitlik bir protein kodlar (24,43). PINK1’in kinaz 6zelligi ile oto-fosforile olabildigi de
gosterilmistir. Kinaz aktivitesini diizenleyen mekanizmalardan biri homo-dimerizasyon 6zelligidir
ve hiicrelerde PINK1’in monomer seklinde bulunmadigi onerilmistir (43). PINK1 156. ve 509.
amino asitleri arasinda serin/treonin kinazlara homoloji gosteren korunmus bir protein kinaz

bolgesi igerir (55).
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PINKI’in C-terminal bdlgesi, protein kinaz bolgesinin disinda yer alan 512°den 581°e
kadar olan rezidii kismidir. PINK1’in kinaz domain’inde {i¢ tane insert bolgesi bulunur ve yaklasik
olarak 81 rezidiiden olusur. Bu insert bolgelerinin, PINKI1’in substrat seciciligini ve kinaz
aktivitesini saglayan regiilator motifler icerdigi tahmin edilmektedir. N-terminal bdlgesi
kirpilabilen, mitokondriye hedefleyici bir dizi igerir. PINK1’in kirpilmast ilk 100 rezidiiden olur
ve N-terminalindeki 34 veya 77 amino asitlik bolge mitokondriyal hedefleme i¢in yeterlidir fakat
mitokondriye giris mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir. PINK1’in mitokondriye lokalize
olabildigini gosteren bir ¢ok calisma bulunmaktadir. Yapilan ¢alismalarda PINK1 proteininin N-
terminalindeki 135 rezidiiniin yukarisinda kirpilmaya ugradigi one siiriilmiistiir. Transfeksiyon
calismalarinda PINKI’in ilk 34 amino asitlik bolimiiniin mitokondriye basarili bir sekilde
hedeflendigi gosterilmis ve bu bdlgenin mitokondriyi hedeflemede yeterli oldugu bildirilmistir.
Memeli hiicrelerinde yapilan ¢alismalarda tam uzunluktaki (full length) PINKI1 proteininin (66
kD) ve proteolitik olarak islenmis iki formunun (55kD ve 46 kD) varlig1 gosterilmistir. Bu durum
PINK1’in bir¢ok bolgeden proteolitik kirpilmaya ugradigmi destekler (50,73).

PINKI’in mitokondriyal translokasyonu, N-terminalinde bulunan 34 amino asitlik bir
hedefleyici motif aracilifiyla olur fakat mitokondriye giris mekanizmasi tam olarak
bilinmemektedir. PINKI’in mitokondriye lokalize olabildigini gdsteren birgok ¢alisma
bulunmaktadir. Yapilan c¢alismalarda PINKI proteininin N-terminalindeki 135 rezidiiniin
yukarisinda kirpilmaya ugradigi one siiriilmiistiir. Transfeksiyon ¢alismalarinda PINK1’in ilk 34
amino asitlik béliimiiniin mitokondriye basarili bir sekilde hedeflendigi gosterilmis ve bu bolgenin
mitokondriyi hedeflemede yeterli oldugu bildirilmistir (55).

PINK1 mRNA’s1 en ¢ok kalp, kas ve testislerde olmak {izere bir¢ok insan dokusunda
eksprese edilir, bu ylizden hiicrede yararli rollerinin oldugu diisiiniilmektedir (94).

Vahsi tip (Wild-type) PINK1’in, apoptoza ve proteozomal inhibisyona karsi hiicreleri
korudugu ve boylece PINK1 proteininin noroprotektif bir roliiniin olabilecegi, yapilan fonksiyonel
calismalarda gosterilmistir. PINK1’in bu koruyucu etkisi gendeki mutasyonlarla ortadan
kalkmaktadir. Fakat Parkinson hastaliginda belirlenen heterozigot PINK1 mutasyonlari, in vivo
olarak genin ekspresyonunu veya proteinin lokalizasyonunu degistirmemektedir (24,45,82,91).

Erken donemde ortaya c¢ikan ailesel Parkinson hastalarinda yapilan genetik haritalama
calismalarinda PARK olarak adlandirilan (PARK1-13) baz1 genlerde mutasyonlar bulunmustur.
PARK genlerinden bazilar1 alfa-synuclein (PARKI), Parkin (PARK2), DJ-1 (PARK3)’ii kodlar.
PARK6 otozomal resesif Parkinsonizm, 1. kromozomda bulunan ve PTEN-induced putative

kinase 1 (PINKI1)’1 kodlayan gen ile iliskilendirilmistir (31,50). PINK1 gen lokusundaki
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homozigot ve heterozigot mutasyonlar, PARK6 ailesel Parkinsonizm’e sebep olur (87). Otozomal
resesif olan ve erken ortaya ¢ikan Parkinson hastaligindaki PINK1 mutasyonlarinin prevelansi
%0-15"tir. PINK1 genindeki patojenik mutasyonlarin biiyiikk bir ¢ogunlugu kinaz aktivitesini
etkileyen, delesyon, missense ve nonsense mutasyonlari igeren kinaz domain’de bulunur. Buna
bagl olarak patojenik mutasyonlar olan G309D, L437P, G386A, G409V i¢in azalmis kinaz
aktivitesi gosterilmistir (39,94). Ayrica PINK1’in Parkinson hastasi beyninde olusan Lewy
cisimciklerinin  %35-10’unda bulundugu ve proteozomal inhibisyon swrasnda PINKI1’in
agrezomlara lokalize oldugu gosterilmistir (55,78).

PINKI’in mitokondrideki fonksiyonel rolii bilinmemektedir ve lokalizasyon bilgileri
PINKI’in hem mitokondriye hem de sitozole lokalize oldugunu gostermektedir. PINK1 in
sitozolik lokalizasyonu, proteozom aktivitesi inhibe oldugunda ubiquitin’lenip birikmesine
dayandirilmaktadir. Prekiirsor PINK1’in mitokondri ile iliskili oldugu ve kirpilmis formlarinin
daha cok sitozolde bulundugu bildirilmistir (6). PINK1 kirpilmasindan sorumlu olan proteazin
bilinmemesine ragmen kirpilmanin proteozomal stres ile up-regiile edildigi onerilmistir. Alternatif
olarak, proteozomal stres ile tetiklenen apoptoz sirasinda aktive olan proteazlar tarafindan da
kirpilma gerceklesebilir (4,72).

Prekiirsor PINK1’in islenmesi i¢in belli bir mitokondriyal membran potansiyeli
gerekmektedir ve kirpilmis sitozolik formlarinin stabilizasyonu i¢in de Hsp90 aktivitesi
gerekmektedir. Hsp90 total hiicresel proteinin %1-2’sini olusturan énemli bir sitozolik saperon
proteindir (41). Hedef proteinlerinin stabilizasyonunu, proteozom sistemiyle gerceklesen protein
degradasyonunu onleyerek saglar (52,53). PINK1’in Hsp90 ile olan iliskisini kaybetmesi sonucu
proteozomla saglanan PINK1’in degradasyonu gergeklesir. PINK1’in Hsp90 ile iliskisi sonucu
PINKI stabilizasyonu saglanir ve Hsp90 aktivitesinin kaybi, PINK1 seviyesinin azalmasina yol
acar. Bu etkilesim PINK1 in sitozolik formunun da fonksiyon gérdiigii yoniindedir (42).

Ubiquitin-proteozom sistemi (UPS), proteinlerin ilk etapta poliubiquitin zinciri ile
isaretlenip daha sonra 26S proteozom tarafindan degradasyona yonlendirildigi, siki bir sekilde
regiile edilen ardisik basamaklardan olusur. Poliubiquitin zincirinin kovalent baglanmasi, E1, E2
ve E3 denilen bir seri ubiquitin ligazlara bagimlidir. Bu ligazlar ubiquitin’t ATP’ye bagiml bir
sekilde subtratlara baglarlar. Isaretlenmis proteinler daha sonra 26S proteozom tarafindan hizl1 bir
sekilde degrade edilir. PINKI1 miktarinin azalmasi veya mutasyonlar1 sonucunda proteozom
fonksiyonunun zayifladigi gosterilmistir (43).

Yapilan dizi analizleri sonucunda PINKI1 kinazin iki substrati belirlenmistir. Bunlardan

biri olan Parkin, E3 ligaz aktivitesi gosteren bir protein kodlar ve birgok proteinin
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ubiquitin’lenmesine aracilik edip degradasyonunu saglar. Diger bir substrat olan DJ-1’nin
oksidatif strese karsi hiicreleri korudugu transfekte edilmis hiicrelerde ve Drosophila’da
gosterilmistir. Parkin, DJ-1 ve PINK1 nin PPD kompleks ad1 verilen bir kompleks olusturdugu ve
daha ¢ok sitozolde bulundugu in vitro ve in vivo olarak gdsterilmistir.

Parkin, ubiquitin-proteozom sisteminde E3 protein ligaz olarak fonksiyon goriir. Son
yapilan calismalarda PINKI1, Parkin substratlarindan olan Parkin ve synphilin-1’in
ubiquitin’lenmesini saglayarak degradasyonlarini gergeklestirir, denilmektedir. PPD kompleksinde
Parkin substratlara baglanirken PINK1 ve DJ-1 regiilatér olarak rol oynar. PINKI1, PPD
kompleksinin kinaz subiinitesi bulunduran ilk E3 ligaz kompleksi olmasini saglar. Bu
kompleksteki PINK1’in serin/treonin kinaz aktivitesinin rolii bilinmese de komplekste bulunan
yapilart ya da substratlar1 fosforilleyerek protein ubiquitin’lenmesini  diizenledigi
disiiniilmektedir. Ayrica PPD kompleksinin, noronlarda oksidatif stresle indiiklenen yanlis
katlanmis ya da katlanmamis Parkin substratlarin1 degrade eden bir kalite kontrol mekanizmasi
oldugu seklinde ag¢iklanmaktadir (9,60,95).

PINK1 icermeyen sineklerde yapilan ¢alismalarda erkek sterilitesi, apoptotik kas
dejenerasyonu, mitokondriyal morfolojide defektler ve oksidatif stres dahil bir¢ok strese karsi
artmis hassasiyet gosterilmistir (3,26,52).

Mitokondriyal oksidatif fosforilasyon sisteminin kinazlar tarafindan regiile edildigi
bilinmektedir. PINK1 kayb1 ya da mutasyonu sonucu mitokondriyal solunum ve ATP sentezinin
azaldigi bulunmustur. Molekiiler detaylarinin aydinlatilamamis olmasina ragmen, elektron
transport zincirinin fosforilasyon diizeyindeki degisikliklerden kaynaklanan defektlere PINK1 ’in
aracilik ettigi diistiniilmektedir. Mitokondriyal komplekslerin bir ¢ok subiinitesinin fosfo-
proteinler oldugu bilindiginden aktiviteleri, PINK1 mekanizmasi yoluyla regiile ediliyor olabilir
(12,23,43).

N-terminalinde bulunan mitokondriyal hedefleyici motif PINK1’in mitokondriye
lokalizasyonunu gergeklestirir. PINK1 membrandaki ge¢irgenligi saglayan porlarin agilmasi ve
elektron transport zinciri gibi apoptoz ile iliskili mitokondriyal olaylarin diizenlenmesinde
potansiyel bir adaydir. Kiiltiire edilmis memeli hiicreleri ve hayvan modellerindeki bulgular
PINK1’in, Parkin ve HtrA2 ile etkilestigini destekler (50,62).

PINK1’in Parkin’den bagka bir aday efektorii, mitokondriyal intermembran bdlgede yer
alan serin proteaz HtrA2’dir. Apoptotik uyariy1 takiben HtrA2 mitokondriden sitozole salinir ve
burada apoptotik proteinlerin inhibitorlerine baglanir. Bu sayede kaspazlarm inhibe edilmesi

ortadan kalkar ve apoptoz uyarilir. PINK1’in HtrA2’ye baglanmasiyla mitokondride PINKI-
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HtrA2 kompleksi olusur. Bu baglanma HtrA2’nin stresle aktive olan kinaz p38y tarafindan
Ser142’den fosforillenmesini arttirrr. PINK1’in HtrA2 ve p38y’it direkt olarak fosforilledigi
bilinmese de PINK1 ’in kinaz aktivitesi, HtrA2’ nin fosforilasyonunu arttirmak icin gereklidir (50).
PINK1’den yoksun ndroblastoma hiicre soylarinda yapilan ¢aligmalarda mitokondriye olan Bax
translokasyonu ve sitoplazmaya sitokrom c¢ salimi olaylari, kontrol grubundan daha Once
gerceklesmis ve caspase aktivasyonunun artmasiyla sonuclanmistir. Bu da caspase-3 aracili
noronal apoptozu 6nlemede PINK1’in gerekliligini géstermistir. Tiimor hiicre soylarinda da wild-
type PINKI1’in over-ekspresyonu sonucu, stres sirasinda caspase-3 aktivasyonunun ve
mitokondriden sitokrom ¢ salimimnin onlendigi gosterilmistir (64,92,94). Ayrica sitokrom c gibi
hiicre 6limiiniin diizenlenmesinde yer alan mitokondriyal proteinlerin salinmasimni inhibe etmek
icin Bcl-2 ile etkilestigi de tespit edilmistir (50,96).

Hiicre soylarinda wild-type PINK1’in, proteozomal strese yanit olarak mitokondriyal
membran depolarizasyonundan hiicreleri korudugu bulunmustur. PINKI1 defektinin, insan
noronlarindaki membran potansiyelinin azalmasi ile sonug¢landigi gosterilmis; bu da stres
yoklugunda bile membran potansiyelinin ayarlanmasmda PINK1’in rolii olduguna isaret eder
(10,70).

Insan noron ¢alismalarinda, PINK1’in yoklugunda mitokondride ve sitoplazmada reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) arttig1 tespit edilmistir. PINKI’in ROS olusumunun Onlenmesi ve
membran potansiyeli iizerindeki koruyucu etkisinin, timor nekrozis faktor iligkili protein-1
(TRAP1)’in fosforilasyonu yolu ile gerceklestiriyor olabilir. TRAP1 (Hsp75) ATP baglayan
molekiiler bir saperon olup mitokondride PINK1 ile birlikte yer alir ve in vitro olarak PINK1
tarafindan fosforillendigi gosterilmistir. Tiimor hiicrelerinde TRAP1’in susturulmasiyla membran
potansiyelinin kaybi, hiicre i¢i ROS olusumunun artmasi ve sitokrom ¢ salimi gibi ayn1 PINK1’in
susturulmasi sonucu gelisen olaylar meydana gelmistir (47,94). PINK1’in artmis ekspresyonuyla
TRAPI fosforilasyonu artar ve PINKI1 i¢in siRNA kullanilarak yapilan ¢aligmalarda PINKI in
baskilanmasiyla TRAP1 fosforilasyonu anlamli bir sekilde azalmistir. Bu sonuglar TRAP1 in, bir
PINK1 substrat1 oldugunu ve oksidatif stresle PINK1’in TRAP1 fosforillenmesini arttirdigimni
gosterir (50,65).
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Sekil 2.2: PINK1’in mitokondri ve sitozolde etkilestigi proteinlerin sematik gosterimi (50).

PINK1 ile iliskili, mitokondri igerisinde farkli bolgelerde lokalize olan proteinlerin
belirlenmesi, PINK1’in bir ¢ok fonksiyonel roliiniin olabilecegini 6ne siirmektedir. Atipik bir
GTPase olan Miro ve adaptdér proteini Milton, sitozole bakacak sekilde mitokondrinin dig
membranina tutunmus bir protein kompleksinin pargasi olarak bilinmektedir. Bu kompleksin,
mitokondrinin aksonal tranportu i¢in, kinesinin agwr zincirini mikrotiibiillerle beraber
mitokondriye bagladigi Drosopfila’da gosterilmistir. PINK1’in bu protein kompleksinin bir
parcasi oldugu ve mitokondriyal trafigi diizenlemede rol aldig1 gsterilmistir (93).

PINK1!’in fisyon/fiizyon yolag: ile mitokondriyal fonksiyonu ve morfogenezi diizenledigi
belirtilmistir. Mitokondriyal fisyon ve flizyon membranin yeniden modellenme islemleridir ve
mitokondrideki islem aginm yapisint ve dagilimmn dinamik degisikliklerini kontrol eder.
PINK1’in, mitokondriyal fisyonu Fis-1 ve Drp-1 proteinleri ile regiile ettigi; Drp-1 ve PINKI
arasindaki iligkinin araci bir protein olan Fis-1 ile koordine edildigi gosterilmistir. Memelilerdeki
PINK1’in mitokondriyal fisyon mekanizmasindaki komponentler ile etkilestigi ve Drosophila’daki
benzer bir mekanizmayla fisyon/flizyonu diizenledigi bildirilmistir. Bu bulgu PINKI1’in
mitokondriyal morfogenezde korunmus bir roliiniin oldugunu destekler (97).

Yapilan bir ¢alismada FOXO ailesinin bir tiyesi olan FOXO3a’nim, biiylime faktorlerinin

azalmas1 durumunda PINKI1 transkripsiyonunu kontrol ettigi bulunmustur. Forkhead box,
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subgroup O (FOXO) transkripsiyon faktorleri, farkli hiicre dis1 sinyallere yanit olarak biyolojik
fonksiyonlara sahiptir. FOXO faktorlerinin, oksidatif stresle indiiklenen hiicre 6liimiine karsi
hiicreleri korumada evrimsel olarak korunmus rolleri vardir. PINK1’in, FOXO3a i¢in énemli bir
hedef oldugu ve transkripsiyon faktorlerinin bu ailesinin anti-oksidatif stres fonksiyonlarma
aracilik ettigi one siiriilmiistiir (49).

Dopaminerjik hiicre soylarinda PINK1 i¢in siRNA kullanilarak yapilan caligmalar,
mitokondriyal fonksiyonun ileri derecede kaybi ile sonuglanmistir. Bu durum ATP sentezinin
azalmasina, oksidatif strese karsi hassasiyete ve apoptoza yol acar. Dahasi PINKI1 eksprese
etmeyen Drosophila’da mitokondriyal DNA (mtDNA) sentezinin azaldigi bildirilmistir. Fakat
mtDNA  sevilerinin azalmasmna ragmen mtDNA tarafindan kodlanan sub-iinitelerin
transkripsiyonu ve translasyonu etkilenmemistir. Mitokondriyal DNA sentezinde ve tamirinde yer
alan DNA polimeraz-y’nin, PINKI1 ile etkilesimde bulunabilecegi 6ne siiriilmiistiir. Yine de

PINK1’in mtDNA’y1 nasil etkiledigi kesin degildir (25).

2.3. SWAP70 Geni ve Fonksiyonlar:

SWAP70, bir protein kompleksinin parcast olup immunoglobulin agir zincir geninin
donlisim (switch) bdolgesi substratlar1 arasindaki DNA rekombinasyonunu katalizler (7).
Borggrefe ve arkadaslari, doniisiime ugrayan B hiicreleri i¢in spesifik bir rekombinasyon
aktivitesine sahip olan ve doniisiim (S) bdlgesi substratlarini tercih eden bir protein kompleksini
izole etmis ve bunu da SWAP olarak adlandirmiglardir. Bu komplekste B23, C23, PARP
proteinleri ile 70 kilo daltonluk SWAP70 proteini yer almaktadir. SWAP70 protein ekspresyonu,
dontistim gosteren B hiicre soylarinda ve doniisiim i¢in uyarilmis B lenfositlerinde bulunmustur.
DNA’ya kars1 zayif bir afinitesi olan, ATP baglayan ve B23, C23, PARP ile yiiksek afiniteli
kompleksler olusturan SWAP70 niikleer bir proteindir (8).

SWAP70 N-terminalinde kalsiyum 1yonu baglayan EF-hand motifi, merkezinde plekstrin
homoloji (PH) domaini, ii¢ tane niikleer lokalizayon sinyali, niikleer eksport sinyali, Dbl homoloji
domaini ve C-teminalinde ‘coiled-coil’ bolgesi bulunmaktadir (27,89).

Timus ve kemik iliginde zayif bir sekilde eksprese olan SWAP70’in, doniisiim (switch)
icin uyarimis dalak hiicrelerinde SWAP70 RNA’sinin belirgin sekilde arttigi gozlenmistir.
SWAP70, kemik iligindeki erken donem B hiicrelerinde tespit edilememistir. Aktive olmus B
hiicre nukleusuna lokalize oldugu, ayrica sitoplazmada da bulunabildigi belirlenmis fakat
kromatin ile siki bir iliskisi gozlenmemistir (7,38,66). Timus ve kemik iliginde zayif bir sekilde

eksprese olan SWAP70’in, doniisiim (switch) i¢in uyarilmis dalak hiicrelerinde SWAP70
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RNA’sinm belirgin sekilde arttigi gozlenmistir. SWAP70, kemik iligindeki erken déonem B
hiicrelerinde tespit edilememistir. Aktive olmus B hiicre nukleusuna lokalize oldugu, ayrica
sitoplazmada da bulunabildigi belirlenmis fakat kromatin ile siki bir iligkisi gozlenmemistir
(8,69,74).

Bir immunoglobulin molekiiliiniin smifin1 belirleyen agir zincirinin sabit (C) bolgesidir.
Antijen uyarisi ile erken donem IgM sinifinin ekspresyonu genellikle baska bir smifa (IgG3, 1gGl1,
IgG2b, 1gG2a, IgE ve IgA) dogru degisir. DNA diizeyinde bu olay, C sabit bolgenin 5’ intron
bolimiinde yer alan doniisiim (switch, S) bolgesi ile eksprese olacak belli bir C-gen segmentinin
5’ intron boliimiinde yer alan baska bir doniisiim (S) bolgesi arasindaki DNA transferini iceren bir
rekombinasyondur. S bolgeleri birden fazla kilobaz uzunlugunda olup kisa ve G’den zengin
tekrarlayic1 diziler icerir. ‘Stem loop’ gibi sekonder yapilar alabilirler ve bir ¢ok kirilma noktasi
bu vyapilarda bulunur. V(D)J re-arajmanlarinda go6zlenenlere zit olarak doniisim (S)
rekombinasyonlarmin kirilma ve birlesme noktalar1 belirli degildir. Tiim S bolgesi boyunca ya da
S bolgesi disinda bile bulunabilirler (8). Bu rekombinasyon olaylari, bir ¢ok ajan tarafindan
(yardimc1 T hiicreleri, limfokinler, lipopolisakkarid veya CD40 reseptdriine baglanan antikorlar) B
lenfositlerinde uyarilabilir. Farkli ajanlar ya da bunlarin kombinasyonlari, doniisiimii bagka bir
smifa dogru yolendirir. Sinif donilisiimii rekombinasyonuna aracilik eden proteinleri belirlemek
icin yapilan hiicreden bagimsiz DNA rekombinasyon deneyinde aktif B hiicreleri i¢in spesifik olan
ve doniistim (S) bolgesindeki DNA substratlarini tercih eden bir protein kompleksi bulunmus ve
SWAP olarak adlandirilmistir. Su ana kadar bes SWAP komponenti bulunmustur: poli(ADP-
riboz)polimeraz, protein C23 (niikleolin), protein B23 (niikleofosmin), DNA-PK ve SWAP70.
SWAP kompleksindeki diger komponentlerle siki bir etkilesime girdiginden SWAP70’in bu
komplekste bir arada tutucu bir rolii oldugu diisiintilmektedir.

SWAP70 proteini, smif doniisiimii i¢cin belirli bir Ig izotipinde spesifik bir ekspresyon
gostermemektedir. SWAP70 ekspresyonunun p53°e bagimli olmadigi ve DNA tamir yolaklar1 ya
da V(D)J rekombinasyonu ile birlikte uyarilmadigi bildirilmistir.

Northern blot analizlerinde sinif doniisiimii i¢in uyarilmis dalak hiicrelerinde SWAP70
RNA’s1 giiclii bir sekilde artis gostermis ve uyarilmamis dalakta ise zayif bir sinyal
kaydedilmistir. Timus ve kemik iliginde yapilan ¢alismalarda SWAP70 RNA’smna ¢ok az bir
seviyede rastlanmis; bu da erken donem B lenfosit ve T lenfositlerin ¢cok nadir SWAP70 RNA’s1
eksprese ettigini gostermektedir. Dalaktan kemik iligine transfer olan B hiicrelerinin bu esnada
apoptozu gergeklesir; sadece %10-20°si hayatta kalir. Bu olayda dalaktaki B hiicrelerinin

SWAP70 eksprese edenlerinin se¢ildigi diisiniilmektedir. Dalagin 06zellikle germinal



18

merkezindeki B hiicrelerinde giiglii bir sekilde eksprese olur fakat hiicre proliferasyonu ile
dogrudan bir iliskisinin bulunmadig1 belirlenmistir (7,40,54).

SWAP70 proteini birgok hiicre ¢esidinde az siklikta eksprese edilirken, olgunlagsmamis
mast hiicrelerinde ve aktif B hiicrelerinde olduk¢a fazla oranda eksprese edilir. SWAP70 knock-
out fare modellerinde B lenfositlerinin y-irradiasyonuna daha hassas hale geldigi ve kontrol
grubundan daha fazla oranda otoimmun antikorlar gelistirdigi gozlenmistir. Ayni caligmada
CDA40’a bagimli IgE izotipine doniisiim olayini da etkilemistir (27,46).

SWAP70 proteini ii¢ tane niikleer lokalizasyon sinyali icermektedir ve hem nukleusta hem
de sitoplazmada varligi gosterilmistir. Fakat niikleer yapilara ya da kromatine kars1 zayif bir
afinitesi bulunmaktadir (7). B hiicrelerinin aktivasyonu ile SWAP70 sitoplazmadan membrana
dogru lokalize olur ve burada B hiicre reseptorleri ile iliski kurar. B hiicre nukleusunda DNA tamir
proteinleri de olmak iizere bir¢ok proteinle etkilesime gecer. Bu ylizden SWAP70’in sinyal ileti
proteinlerinin 6zelliklerine sahip oldugu ve niikleer olaylar1 aktive edebilecegi, ayrica membran ya
da sitoplazma sinyalizasyonunda da yer aldig1 diisiiniilmektedir (63,89).

Bazi1 hiicreler biiyiime faktorii uyarismin ardindan membran dalgalanmalar1 (membrane
ruffles) gosterirler. Biiylime faktorii reseptOriiniin  sinyal uyarisin1 takiben membran
dalgalanmalarma kiigiik bir G proteini olan Rac’in araci oldugu gosterilmistir (7,71). SWAP70,
aderent hiicrelerde sitoplazmaya lokalize oldugu ve biiyiime faktorii uyarmin ardindan membran
dalgalarina transloke oldugu gosterilmistir. Bu olay SWAP70’in PH domaini ile PtdIns(3,4,5)P3
etkilesimi 1ile gergeklesir ve aktin filamentleri ile birlikte lokalize olur. SWAP70’in
PtdIns(3,4,5)P3 bagimli Rac guanin niikleotid degisim faktorii (GEF) olabilecegi Onerilmistir.
SWAP70 efektor ‘loop’ ile aktive olmus Rac1’e baglaniyor olabilir (5,27,30).

SWAP70 N-terminalinde EF-hand motifi, merkezinde plekstrin homoloji (PH) domaini ve
C-teminalinde ‘coiled-coil’ bdlgesi bulunmaktadir. PH domain’leri fosfoinozitidleri baglayabilme
ozellikleri ile 100-120 amino asitlik protein modiilleridir. Tiim PH domain’leri bir a-heliks ve yedi
B-sheet iceren ayni ortak yapiya sahiptir. Pozitif yiiklii yiizleri fosfoinozitid baglama bolgesine
bakacak sekilde elektrostatik olarak polarize olmus durumdadirlar. Bu domain’lerin en iyi
tanimlanmis rolleri proteinlerin membrana yonlendirilmesidir. PH domain’in ilk ‘loop’undaki
pozitif yikli amino asitlerin, SWAP70’in PtdIns(3,4,5)P3’a baglanma aktivitesinde Onemli
oldugu ve bu baglanma aktivitesinin proteinin biyolojik fonksiyonu i¢in gerekli oldugu
gosterilmistir. PtdIns(3,4,5)P3°1 baglama aktivitesi ile SWAP70 sitozolden plazma membranina

lokalize olur, asir1 ekspresyonu ile membran dalgalanmalar1 da artar (27, 32, 33).
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SWAP70’in ekspresyonu aktive olmus B hiicrelerinin disinda kandan koéken alan mast
hiicreleri ve kemik iliginden kdken alan mast hiicrelerinde de bulunmustur. Fakat burada biiyiik
oranda sitoplazmaya lokalize olarak bulunmus; i¢erdigi niikleer lokalizasyon sinyallerine ragmen
nukleusta tespit edilememistir. Bu durumda niikleer sinyallerinin inaktive oldugu ya da
SWAP70’in nukleusta maskelendigi disliniilmiis ve bununla birlikte hiicre i¢indeki
lokalizasyonunun hiicreye spesifik oldugu 6nerilmistir (60,89).

Mast hiicreleri kemik iliginde Onclil kok hiicrelerinden koken alan Ozellesmis
hematopoietik hiicrelerdir. Mast hiicrelerinin immun sistemde onemli ve spresifik fonksiyonlari
bulunur. En 1yi bilinen 6zellikleri IgE ile tetiklenen alerjik reaksiyonlara aracilik etmeleridir. Mast
hiicreleri, IgE icin yliksek afiniteli reseptor (FceRI) eksprese ederler ve buna IgE baglanmasiyla
gergeklesen uyarinin ardindan histamin, proteoglikanlar, proteazlar ve seratonin gibi biyolojik
olarak aktif mediyatorler salinir. FceRI reseptoriiniin y-zincirleri ITAM denilen immunoreseptor
tirozin bazli aktivasyon motifleri icerir. B reseptdor komplekleri gibi diger ITAM igeren
immunoreseptorlerin aktivasyon mekanizmasina benzer bir sekilde FceRI’de sinyal yolaklar:
devreye girer. SWAP70 knock-out farelerde yapilan bagka bir ¢calismada mast hiicrelerinin kontrol
grubundakilere kiyasla daha az sayida oldugu bulunmus fakat bu mast hiicrelerinin olgunlastiktan
sonra degraniilasyon ile FceRI ¢apraz baglanmasma yanit verebildikleri tespit edilmistir. Wild-
type mast hiicreleri, IgE ya da anti-IgE olmadan degraniilasyon géstermemis fakat IgE ya da anti-
IgE ile tetiklendiginde degraniilasyon gosterdikleri bildirilmistir. Buna zit olarak IgE ya da anti-
IgE ile tetiklenmis olmasma ragmen SWAP70 icermeyen mast hiicrelerinin degraniilasyonu %15
oraninda azalmistir. Boylece SWAP70’in degraniilasyon i¢in gerekli oldugu ve ilgili olan sinyal
yolaginda yer aldig1 diisiiniilmiistiir (6, 28, 89).

Mast hiicrelerinin degraniilasyonu icin gerekli olan FceRI ¢apraz baglanmasini takip eden
olaylar LAT aktivasyonu, PtdIns(3,4,5)P3 ve fosfoinozitol-3-fosfat (PIP3) {iretimi, ayrica Akt,
p38, ERK gibi kinazlarin aktivasyonudur. Yapilan bir g¢alismada LAT, Akt, ERK, p38
aktivasyonu, IP3 ve PIP3 iiretiminde ve sitokin gen ekspresyonunun regiilasyonunda SWAP70’in

rollerinin oldugu bildirilmistir (10,74). (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3 : Mast hiicre FceRI sinyalizasyonunda SWAP70 fonksiyonunun sematik gdsterimi (21).

Yapilan bir calisgmada SWAP70 knock-out, aktif dendritik hiicrelerin plazma
membraninda MHCII molekiillerini diizgiin bir sekilde lokalize edemedigi bildirilmistir.
Uyarilmis dendritik hiicreler olgunlasirlar ve T hiicrelerine onciilliik etmek {izere lenfoid organlara
g0¢ ederler. Dendritik hiicrelerin olgunlagmasi, yiizeylerinde MHCII molekiillerinin lokalizasyonu
ile antijen sunma kapasitelerine baghdir. MHCII yiizey lokalizasyonu i¢in RhoGTPazlar
gereklidir. SWAP70, F-actin ve Rac’a baglanabildigi gibi ayni zamanda RhoA-GTP’ye de
baglanir. RhoA/RhoB regiilasyonu ile SWAP70, dendritik hiicre bagimli immun yanitlarda énemli
bir eleman olan MHCII’nin ylizey lokalizasyonunu kontrol eden yeni bir yolag: tanimlar. Peptid
yiiklenmis MHCII molekiillerinin plazma membranina transportu, endozomal kompartmanlarin
trafigini kontrol eden mekanizmalar (6rnegin, F-actin sitoiskeletinin regiilasyonu ile kiiciik
GTPazlarin Rho ailesi) tarafindan diizenlenir. SWAP70 knock-out edilmis aktif dendritik
hiicrelerin  MHCII molekiillerini dogru bir sekilde lokalize edemedigi fakat sitoplazmik
membranda total miktarin degismedigi bildirilmistir. Bunu takiben, SWAP70 knock-out dendritik
hiicrelerin in vitro ve in vivo olarak CD4+ T hiicrelerini diizgiin bir sekilde aktive edemedigi
gosterilmistir. Dendritik hiicre lizatlarinda SWAP70’in aktif Racl formu ve RhoA ile etkilestigi
fakat RhoB ile etkilesime girmedigi tespit edilmistir. Dendritik hiicre uyarilmasi olmadan da
SWAP70 knock-out dendritik hiicrede RhoA ve RhoB’nin aktif halde bulanabildigi gosterilmistir.
Dendritik hiicre aktivasyonu Oncesinde prematiir Rho aktivasyonu i¢cin MHCII ylizey
lokalizasyonunun diizenlenmesi gereklidir. Bu durum RhoA ve RhoB’nin regiile edilmesi ile

SWAP70 tarafindan MHCII kontrolii i¢in yeni bir mekanizmay1 isaret eder (58).
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2.4. PINK1 ve SWAP70 Genlerinin Klonlanmasi ve Protein Ekspresyonu:

DETAE Genetik A.D’da yiiriitilen ve TUBITAK tarafindan desteklenen (Proje
No:105S112) Vural ve arkadaslarinin yapmis oldugu projede, Behget hastaliginin patogenezinin
belirlenmesine yonelik SEREX yontemi ile yapilan ¢alismalarda insan testis cDNA kiitiiphanesi,
Behget hastalarinin serum havuzunda taranmistir. Serum havuzu taramalarinda alt1 pozitif klon
belirlenmistir. Dizileme sonuglarma goére bunlarin bes tanesi bilinen genlerdir (88). PINKI
antijenine karsi olusan antikor yanitinin sadece Behcget hastalarinda goriilmesi PINK1’in Behget
hastaliginda yeni bir aday belirte¢ olabilecegini ortaya koymaktadir. SWAP70 antikor varliginin
Behget hasta alt gruplarindan vaskiiler tutulum ile baglantili oldugu belirlenmistir. Behcet
patogenezi agisindan anlamli oldugu diistiniilen PINK1 ve SWAP70 antijenlerinin, daha fazla
ornekte ve daha hizli taranabilmesi i¢in, proteinlerin sentezlenerek ELISA yOntemi ile taranmasi
da ¢alismamizin bir sonraki agamasi oldugu diisiiniilmiistiir.

Bu calismada ELISA deneylerinde kullanilmak {izere PINK1 ve SWAP70 genleri
klonlanarak ekspresyonlarin gergeklestirildi. PINK1 ve SWAP70 genlerinin klonlanmasi dair

basamaklar 6zetlenerek Sekil 2.4’de gosterilmistir.

Velktdriin Insertilin
hanrlanmasi hanrlanmas:

L
' By Ry
—_—
Rs
Ry
Festnksivon
kesim
Ra

\ Ligasvon
&
kg

E. coli've transformasyon

|

Kolom eldesi ve protei purifikasyomu

Sekil 2.4.: Klonlama basamaklar1 (83)
Klonlama asamalarinda kullanilan plazmid (vektér) pQE-30, Ampisilin direng geni ve
“’6xHis tag’’ denilen 6 tane Histidin amino asitinden olusmus bir yap1 icerir. Bu yap1 klonlanmak

istenilen genin basinda bulunur ve genin ekspresyonu swrasinda 6xHis tag yap1 da eksprese olur.
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Protein purifikasyonunda kullanilan Ni-NTA agaroz (resin), kromatografik bir matriks olusturur
ve igerdigi Nikel atomlar1 ile 6xHis tag yap1 etkilesime girer. 6xHis tag yapi, protein
purifikasyonu sirasinda istenilen proteinin elde edilmesini saglar. Ayrica pQE-30’un igerdigi lac

operonlar1 ile protein ekspresyonunun kontroliinii gerceklestirir.
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Sekil 2.5: Rekombinant pQE-30 ile pREP4 plazmidin IPTG ile uyarilmasini gosteren sema (83)

Konak hiicre olarak kullanilan E. Coli M15 hiicresi, E. Coli K12 derivatifidir ve protein
ekspresyonunun kontroliiniin saglanmasi i¢gin pREP4 plazmidi igerir. pREP4 represor plazmid,
pQE-30’da bulunan lac operonlarint baskilar ve transkripsiyonu inhibe eder. Protein
ekspresyonunu indiiklemek i¢in ortama verilen IPTG ile lac operonlari iizerinden bu baski kalkmis
olur ve protein ekspresyonu gergeklestirilir (Sekil 2.5). Protein purifikasyonu Ni-NTA resin
matriksi kullanilarak afinite kromotografisi yontemi ile denatiire edici kosullarda gergeklestirilir

(83). (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6: 6xHis tag proteinlerin dogal ve denatiire edici kosullardaki purifikasyon basamaklar1 (83).

2.5. ELISA:

ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay), serum Orneginde bilinmeyen miktardaki
bir antijen veya antikor varhigini1 tespit etmek i¢in genel olarak immunolojide kullanilan
biyokimyasal bir tekniktir. Belirli miktardaki antijen kati bir yiizeye (genellikle polisitren
mikrotitre tabak) fikse edilir ve serum Orneginde s6z konusu antijene spesifik antikor miktarini
tespit etmek icin serum Ornegi eklenir ve bu sekilde antijen-antikor kompleksi meydana gelmis
olur. Olusan kompleksi tespit etmek i¢in enzim bagh ikincil antikor eklenir. Ikincil antikora
konjuge enzim icin genel olarak Alkalen fosfataz ya da Horse radish peroksidaz enzimleri
kullanilir. Her agama arasinda spesifik olarak baglanmayan antijen ya da antikoru temizlemek i¢in

hafif bir deterjan soliisyonu ile tabak yikanir. Son yikama asamasinin ardindan enzimatik bir
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substrat eklenerek tespit edilebilen bir sinyal olusmasi saglanir, bu da 6rnekteki antikor miktarini
gosterir (Sekil 2.7). Eski ELISA deneylerinde renkli bir bilesik olusturan kromojenik substratlar
kullanilirken yeni deneylerde daha hassas dl¢iimler i¢in floresan 1s1ma reaksiyonuna sebep olan
florojenik substratlar kullanilmaktadir. Bu ¢alismada klonlanarak proteinleri elde dilen PINK1 ve
SWAP70 antijenlerini tabaklara kaplayarak Behget hasta ve normal serumlardaki antikor miktarini
tespit etmek i¢in ELISA deneyleri gergeklestirildi. ELISA deneylerinde florojenik substrat
kullanilda.

A5 oo

® g * & * g = @ * g ® 9 * g © @

Sekil 2.7: ELISA yonteminin basamaklarimi gésteren sematik resim.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. GEREC
3.1.1. Hasta ve Saghkh Kontrol Ornekleri:

Calismamiz igin, 2007- 2008 yillar1 arasmda 1.U. ITF I¢ Hastaliklar1 AD, Romatoloji Bilim
Dalinda Behget hastalig1 tanisi ile izlenen ve tedavi edilen hastalarin (n=100; aktif donemdeki),
rutin kan analizleri sirasinda alinmis olan serum ornekleri toplanmistir. Hasta serumlar1 ayrildiktan

sonra, —80 °C de calisma i¢in saklanmaktadir.
Behget hastalarina ait serumlar asagidaki baskin klinik bulgular1 géstermektedir:
1-  Deri tutulumu/mukoza tutulumu/eritema nodozum varhigi
2-  Uveit varhg
3- Eklem tutulumu/akut artrit bulgusu
4- Vaskiiler tutulum/derin ven trombozu (DVT) bulgusu

Calismamizda yer alan kontrol grubu, 2007- 2008 yillar1 arasinda toplanmis saghikl kisilere ait

(n=100) serum Orneklerinden olugmaktadir.

3.1.2. Kullanilan Cihazlar:

PZR cihazi Techne
Elektroforez aleti Thermo
Elektroforez i¢in gii¢c kaynagi EC-105
Kamerali goriintiileme sistemi Biorad
Hibridizasyon firini Techne
Heat block Eppendorf
Sicak su banyosu Kerman
Calkalamali inkiibator Thermo

+4 °C buzdolab: Sanyo Labcool
-20 °C buzdolabi Bosch

-80 "C buzdolab Hettich
Etiuv Memmert
Otoklav Tuttnauer

Distile su cihazi Millipore
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ELISA yikayicisi Biorad
ELISA okuyucu Biorad
Nano Drop spektrofotometre Thermo
Peristaltik pompa Ismatech
3.1.3. Kimyasallar:
Substrat (AttoPhos AP Fluorescent) Promega

2.cil antikor (goat o —human IgG AP-conjugated) Southern Biotech

Agaroz Sigma
Ni-NTA agaroz Qiagen

Agar Applichem
Ampisilin Roche
Kanamisin Sigma

PBS (Steril) Biochrome AG
PBS (Tablet) Ambresco
Tween 20 Sigma

Siittozu Pinar

NaOH Merck

MgS0O4 Sigma

KCl Sigma

RbCl Applichem
MnCI2 Sigma
Potasyum asetat Applichem
CaCl2 Applichem
Gliserol Sigma

MOPS Applichem
Tripton Becton Dickenson
NaCl Applichem
Yeast extract Becton Dickenson
IPTG Fermentas
Gu-HCl Merck
NaH,POg4 Merck

Tris-Cl Sigma
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Urea Merck

3.1.4. PZR, Enzim Kesimi Malzemeleri ve Kitler:

PINK1 F primer Tontek
PINKI R primer Tontek
SWAP70 F primer Iontek
SWAP70 R primer Iontek
Long Template PCR Kit Roche
HindIII Fermentas
BamHI Fermentas
Sall Fermentas
Jel ekstraksiyon purifikasyon kiti Qiagen
QIAexpress Type IV Kit Qiagen
T4 DNA Ligaz Takara
MiniPrep Kit Qiagen
Ni-NTA filtreli column Qiagen
PINK1 sentetik peptid (484-504) Abcam

3.1.5. Gerekli Besiyerlerinin ve Soliisyonlarin Hazirlanmasi:

LB Sivi Besiyeri: 10 gr NaCl, 10 gr tripton ve 5 gr yeast extract tartilr, dH20 ile 1 litreye
tamamlandiktan sonra otoklavlanir. +4 °C’de saklanur.

LB Agar: 10 gr NaCl, 10 gr tripton, 5 gr yeast extract ve 15 gr agar tartilarak dH2O ile 1 litreye
tamamlandiktan sonra otoklavlanir. 55 °C’ye kadar sogutulduktan sonra hemen kullanilir.

Psi Broth: LB sivi1 besiyeri i¢cinde 4 mM MgSO4 ve 10 mM KCIl olacak sekilde hazirlanir ve 0,2
mikronluk filtreden gegirilerek sterilize edilir. +4 °C’de saklanur.

Kanamisin Stok Soliisyonu: 25 mg/ml olacak sekilde tartilir ve dH20 i¢inde ¢ozdiiriilir. 0,2
mikronluk filtreden gegirilerek sterilize edildikten sonra alikotlar seklinde -20 °C’de saklanir.
Ampisilin Stok Soliisyonu: 100 mg/ml olacak sekilde tartilir ve dH20 i¢inde ¢ozdiiriiliir. 0,2
mikronluk filtreden gegirilerek sterilize edildikten sonra alikotlar seklinde -20 °C’de saklanr.
Kanamisinli LB Agar: LB agar 1 litre olacak sekilde hazirlanip 55 °C’ye kadar sogutulduktan

sonra kanamisin stok soliisyonundan 1 ml eklenir ve petrilere dokiiliir.
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Ampisilin ve Kanamisinli LB Agar: LB agar 1 litre olacak sekilde hazirlanip 55 °C’ye kadar
sogutulduktan sonra kanamisin stok soliisyonundan 1 ml ve ampisilin stok soliisyonundan 1 ml
eklenir ve petrilere dokiiliir.

Gliserol Stok Soliisyonu: %50 LB sivi besiyeri ve %50 Gliserol karistirilir. 0,2 mikronluk
filtreden gecirilerek sterilize edilir.

IPTG (1 M): 238 mg/ml olacak sekilde tartilir ve dH20 i¢inde ¢ozdiiriiliir. 0,2 mikronluk
filtreden gegirilerek sterilize edildikten sonra alikotlar seklinde -20 °C’de saklanur.

TFB1 Buffer: 100 mM RbCl, 50 mM MnCI2, 30 mM potasyum asetat, 10 mM CaCl2, %15
gliserol, pH 5.8 olacak sekilde ayarlanr, filtreden gegirilerek sterilize edilir.

TFB2 Buffer: 10 mM MOPS, 10 mM RbCl, 75 mM CaCl2, %15 gliserol, pH 6.8 olacak sekilde
KOH ile ayarlanir, filtreden gegirilerek sterilize edilir.

Buffer A: 6M Gu-HCI; 0,1M NaH;POy4; 0,01M Tris-Cl olacak sekilde dH2O ile hazirlanir ve pH
8,0’e ayarlanr.

Buffer B: 8M Urea; 0,1M NaH,;PO,4; 0,01M Tris-Cl olacak sekilde dH2O ile hazirlanir ve pH
8,0’e ayarlanr.

Buffer C: 8M Urea; 0,1M NaH,POy4; 0,01M Tris-Cl olacak sekilde dH2O ile hazirlanir ve pH
6,3’e ayarlanir.

Buffer D: 8M Urea; 0,1M NaH,POy4; 0,01M Tris-Cl olacak sekilde dH2O ile hazirlanir ve pH
5,9’a ayarlanir.

Buffer E: 8M Urea; 0,1M NaH,POy; 0,01M Tris-Cl olacak sekilde dH2O ile hazirlanir ve pH

4,5’e ayarlanur.

3.2. YONTEM

3.2.1. SWAP70 ve PINK1 Genlerinin PZR Yontemi ile Amplifikasyonu:

SWAP70 geni, karaciger mRNA’sindan sentezlenmis cDNA kullanilarak PZR yontemi ile
amplifiye edildi. Bunun i¢in Expand Long Template PCR System (Roche) kullanild.

SWAP70 geni i¢in gerekli olan primer ciftleri, 5’ uglarma ilgili restriksiyon bdlgeleri
eklenerek dizayn edildi:

Forward Primer:

5> TTTATTGGATCCATGGGGAGCTTGAAGGAGGAGCTG ¥’

Reverse Primer:

5> TTTATTGTCGACTCACTCCGTGGTCTTTTTCTCTTTCC 3°
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PZR Kondiisyonlari:
dNTP (10 mM): 1.75 ul
Forward Primer (12.5 uM): 1.2 ul
Reverse Primer (12.5 uM): 1.2 ul
10X Bufter: Sul
Long Taq polimeraz: 1 ul
dH20: 37.85 ul
cDNA: 2ul
Toplam hacim: 50 ul

Is1 kondiisyonlar1, baslangi¢ denatiirasyonu 2 dk 92 °C, 35 déngii boyunca 15 sn 92 °C, 30
sn 65 °C, 4 dk 68 °C, final ekstensiyon 7 dk 68 "C olacak sekildedir.

PINK1 geni, beyin mRNA’sindan sentezlenmis cDNA kullanilarak PZR yontemi ile
amplifiye edildi. PINK1 geni i¢in dizayn edilen primer c¢iftleri, PINKI1 geni C-terminal
bolgesindeki bolgeyi amplifiye edecek sekildedir:

Forward Primer:
5" TTTATTGGATCCGCCTATGAAATCTTCGGG 3’
Reverse Primer:

5’ TTTATTAAGCTTTCACAGGGCTGCCCTCCATGAG 3°

PZR Kondiisyonlari:

dNTP (2 mM): 2.5l
MgCl (25 mM): 2ul
Forward Primer: 1.4 ul
Reverse Primer: 1.4 ul
10X KCI Bufter: 2.5l
Taq polimeraz (5 u/ul): 0.3 ul
dH20: 13.9ul
cDNA: 1ul
Toplam hacim: 25 ul

Is1 kondiisyonlar1, baslangic denatiirasyonu 2 dk 95 °C, 35 dongii boyunca 45 sn 94 °C, 45 sn 56
°C, 1 dk 72 °C, final ekstensiyon 10 dk72 °C olacak sekildedir.
PZR iiriinleri %1’lik agaroz jele yiiklenerek kontrol edildi.
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3.2.2. Agaroz Jel Elektroforezi:
PZR iiriinleri %1°lik agaroz jel elektroforezi ile goriintiilendi.

Beklenen bant boylart SWAP70 i¢in 1758 bp, PINK1 i¢in 420 bp’dir.

1 2 3 1 23 45 6 7

Sekil 3.1: PZR firiinlerinin agaroz jel elektroforezi. Soldaki resim SWAP70’e ait agaroz jel
goriintiistidiir; 1: Marker, 2-3: SWAP70 (Ok ile belirtilmistir). Sagdaki resim PINK1’e ait agaroz jel
goriintiisidiir; 1: Marker, 6-7: PINK1 (Ok ile belirtilmistir); (Diger kuyularda deneme PZR iiriinleri
bulunmaktadir).

Agaroz Jelin Hazirlanmasi: %1°lik jel hazirlamak i¢in 0.5 gr agaroz tartilarak 50 ml 1X TAE
soliisyonu i¢inde ¢ozdiiriildii ve mikrodalga firmda homojenize olana dek kaynatildi Jelin
donmamasma dikkat edilerek bir siire sogutulduktan sonra ¢eker ocak altinda 10 mg/ml oraninda
hazirlanmis etidyum bromiir soliisyonundan 1 ul eklendi. Sivi haldeki agaroz, elektroforez
tepsisine dokiildii ve taraklar yerlestirildikten sonra jelin donmasi beklendi. Tepsi, hazirlanmis
agaroz jel ile birlikte, 1 X TAE soliisyonu igeren elektroforez tankina yerlestirildi.

Jelin Yiiklenmesi-Elektroforez-Goriintilleme: PZR {iriinlerinin jel kuyucuklarma ¢ékmesini
saglamak amaci ile 6X brom fenol mavisi iceren loading buffer soliisyonundan 2’ser ul, 10 ul PZR
driinleri ile karistirilarak jeldeki kuyucuklara yiiklendi. Uygun size marker’mn yiiklenmesini
takiben tankin elektrodlar1 baglandi ve 80-90 V altinda 6rnekler yaklasik 20 dk vyiiriitiildii. islem
sonrasinda jel U.V. g1k altinda CCD kamera ile goriintiilenerek bilgisayara kaydedildi. Ayrica

printer ¢iktilari alindi.

3.2.3. PZR Uriiniiniin Jelden Purifikasyonu:

Elektroforez iglemi bittikten sonra jel iizerindeki PZR band1 U.V. 151k altinda temiz bir bistiiri ile
kesilerek jelden ¢ikartildi. PZR {iriiniinii iceren jel parcast Gel Extraction Kit (Qiagen) ile purifiye
edildi.
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Kitin Protokolii:

1-

2-

10-
11-

PZR bandini1 igeren jel parcasi temiz bir bistiiri ile kesilip ¢ikartilarak ependorf tiipiine
konuldu.

Jel pargasinin elektronik tartida agirligi Glgiildii. Jelin 1 hacmine 3 hacim olacak
sekilde Buffer QG denilen ve jelin ¢dziinmesini saglayan soliisyondan eklendi.
(Ornegin, 100 mg jel pargasinin iizerine 300 ul Buffer QG eklenir.)

Jel parcasi tamamen ¢dziinene dek 50 °C’de 10 dk bekletildi. Coziinmesine yardim
etmek i¢in inkiibasyon siiresince her 2-3 dk’da bir tiip vortekslendi.

Jel pargasi ¢dziindiikten sonra jelin ilk hacmi kadar Izopropanol eklendi. (Ornegin, jel
parcas1 100 mg ise 100 ul izopropanol eklendi.)

Kit icerisindeki spin column denilen filtreli tiipler, 2 ml’lik collection tiip denilen
toplama tiiplerine yerlestirildi.

DNA’y1 baglayabilmek i¢in karigim spin column iizerine konuldu ve 1 dk santrifiij
edildi.

Collection tiipte toplanan kisim atild1 ve i¢cine ayn1 spin column yerlestirildi.

Yikamak i¢in etanol iceren Buffer PE’den 0.5 ml eklendi ve 1 dk santrifiij edildi.
Filtreden gegen kisim atild1 ve Buffer PE’den arinmasi i¢in spin column bos olarak 1
dk daha santrifiij edildi.

Spin column temiz bir ependorfa alind1.

DNA’y1 elde edebilmek i¢in Buffer EB denilen eliisyon soliisyonundan 30 ul eklendi, 1
dk oda sicakliginda inkiibe edildi ve sonra 1 dk santrifiij edildi.

3.2.4. Restriksiyon Enzim Kesimi ile Yapiskan Uclarin Olusturulmasz:

PZR iiriinleri jelden purifiye edildikten sonra NanoDrop cihazinda O.D’leri 6l¢iildii. Enzim

kesimi reaksiyonuna toplam hacimde en az 100 ng olacak sekilde PZR iiriiniinden konuldu. PZR

iriinii hangi restriksiyon enzimleriyle kesiliyorsa ayni enzimlerle vektor (pQE-30) de kesildi.

SWAP70 Restriksiyon Enzim Kesimi:

SWAP70 (0.D = 15.2 ng/ul) Plazmid (pQE-30, 100 ng/ul)

7 ul 2 ul
BamHI: 1ul 1 ul
Sall: 2 ul 2 ul
10X BamHI Buffer: 2 ul 2 ul
dH20: 8 13 ul

Toplam hacim: 20 ul 20 ul
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37 °C’de gece boyu inkiibe edildi.

PINK1 Restriksiyon Enzim Kesimi:

PINK1 (O.D = 11 ng/ul) Plazmid (pQE-30, 100 ng/ul)
10 ul 2ul
BamHI: 1 ul 1 ul
HindIII: 2ul 2ul
10X BamHI Bufter: 2ul 2ul
dH20: Sul 13ul
Toplam hacim: 20 ul 20 ul

37 °C’de gece boyu inkiibe edildi.

3.2.5. Plazmid Enzim Kesiminin Defosforilasyonu:

Ertesi glin plazmid enzim kesimlerine Calf Intestine Alkalin Fosfataz (CIP) enziminden
eklendi. Bu islemin amac1 vektor, restriksiyon enzimleriyle kesildikten sonra plazmid DNA’sinin
uclarinda bulunan fosfat gruplarini uzaklastirmak ve boylece klonlanacak gen bdlgesi (insert) ile
uygun bir sekilde birlesmesine yardimci olmaktir. Klonlanacak gen bolgesinin (insert) enzim
kesimine CIP eklenmez.

Restriksiyon enzim kesimi toplam hacmi dikkate alinarak CIP’ den 1 ul ve 10X CIP
Buffer’ dan 2 ul olacak sekilde eklendikten sonra 37 °C’de 30 dk inkiibe edilir.

3.2.6. Agaroz Jel Elektroforezi:

1 2 3 4 5 6 7 8 1 2 3 4

Sekil 3.2: Restriksiyon enzim kesmlerine ait agaroz jel elektroforezi. Soldaki SWAP70 enzim kesimine ait
agaroz jel gorlintiisti; 1: Marker, 2: Marker, 3-6: SWAP70, 7-8: pQE-30. Sagdaki PINK1 enzim kesimine
ait agaroz jel goriintisii; 1: Marker, 2: PINK1, 3-4: pQE-30.
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%1’lik agaroz jel daha Onceden anlatildigi gibi hazirlandi ve enzim kesim iirlinleri

inkiibasyondan sonra jele ytiklenerek U.V. 151k altinda CCD kamera ile goriintiilendi.

3.2.7. Enzim Kesim Uriinlerinin Jelden Purifikasyonu:

Enzim kesim iiriinleri agaroz jelde yiiriitiildiikten sonra daha Onceden anlatildig1 gibi bantlar
bistiiri yardimiyla kesilerek Gel Extraction Kit (Qiagen) ile purifiye edildi.

Purifiye edilmis enzim kesim iirtinlerinin NanoDrop cihazinda O.D’ler1 6lgiildii:

SWAP70 O.D = 3.7 ng/ul

PINKI1 O.D = 5 ng/ul

3.2.8. Ligasyon:
Insert ve plazmid DNA’larmi birlestirmek amaciyla T4 DNA Ligaz enziminin katalizledigi
reaksiyona ligasyon denir. Asagidaki esitlik kullanilarak ligasyon yapildi.

Plazmid miktari (ng/ul) = Insert miktari (ng/ul)

Plazmid uzunlugu (bp) Insert uzunlugu (bp)
Bu esitlik yardimiyla gerekli insert miktar1 bulunduktan sonra yapiskan uglar i¢cin gerekli olan
Plazmid: Insert oran1 1:3 olacak sekilde reaksiyona konuldu.
SWAP70 ve pQE-30 Ligasyonu:
SWAP70 O.D = 3.7 ng/ul ve pQE-30 O.D = 13.6 ng/ul olarak 6l¢iildiikten sonra plazmid,

reaksiyon toplam hacminde en az 25 ng olacak sekilde konuldu.

25 ng =_ X.......
3400 bp 1758 bp
X =12.5 ng;

1:3 oraniile 12.5 ng x 3 =37.5 ng

pQE-30 (Toplam hacimde 25 ng) : 7 ul
SWAP70 (Toplam hacimde 37.5 ng): 3ul
T4 DNA Ligaz: 1ul
10X Ligaz Buffer: 2ul
dH20: 7 ul

Toplam hacim: 20 ul



34

PINK1 ve pQE-30 Ligasyonu:

PINK1 O.D = 5 ng/ul ve pQE-30 O.D = 1.6 ng/ul olarak o6l¢iildiikten sonra plazmid

reaksiyon toplam hacminde en az 25 ng olacak sekilde konuldu.

25 ng =_ X
3400 bp 420 bp
X= 3 ng/ul;

I:3 orantile 3 x3 =9 ng

PINK1 (Toplam hacimde 9 ng): 2ul
pQE-30 (Toplam hacimde 25 ng): 6.5 ul
T4 DNA Ligaz: 1 ul
10X Ligaz Buffer: 2ul
dH20: 7.5 ul
Toplam hacim: 20 ul

Ligasyon tiipleri 30 dk oda sicakhiginda bekletildikten sonra gece boyunca +4 °C’de inkiibe edildi

(62).

3.2.9. Kompetan Hiicrenin Hazirlanmasi:

Qiagen M15(pREP4) hiicrelerinden 6ze ile alimarak 25 ug/ml Kanamisin igeren LB agar
petriye yayilir.

Gece boyu 37 °C etiivde inkiibe edilir.

Tek bir koloni almarak 25 ug/ml Kanamisin igeren 10 ml’lik LB medium i¢ine koyulur ve
37 C calkalamali inkiibatérde gece boyu bliyiitiiliir.

Bu kiiltiirden 1 ml alinr ve 25 ug/ml Kanamisin igeren 100 ml’lik LB medium igine
koyulur ve 37 °C calkalamal inkiibatérde OD 600’de 0,5 olana kadar (yaklasik 2-3 saat)
inkiibe edilir.

Kiiltiir buzda 5 dk sogutulur.

4 °C’de 4000 x g’de 5 dk santrifiij edilerek hiicreler elde edilir.

Supernatan atilir ve hiicreler her zaman buzda tutulur.

Hiicrelerin tizerine 30 ml soguk TFBI1 Buffer eklenerek hiicreler siispanse edilir ve bu

siispansiyon buzda 90 dk tutulur.
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4 °C’de 4000 x g’de 5 dk santrifiij edilerek hiicreler elde edilir.

Supernatan atilir ve hiicreler her zaman buzda tutulur.

Hiicreler 4 ml soguk TFB2 Buffer i¢inde stispanse edilir.

100-200 ul’lik alikotlar alnarak steril ependorflara koyulur ve -80 °C’de saklanur.

Transformasyon:

Ligasyon karigimindan 10 ul ya da daha az alikotlar aliir ve sogutulmus transformasyon
tiiplerine konulur. Buzda bekletilir.

- 80 °C’de donmus kompetan Qiagen MI15(pREP4) hiicrelerinden bir alikotun buzda
¢Oziinmesi saglanir.

Hiicreler siispanse edilir ve 100 ul almarak ligasyon karisimima eklenir, dikkatlice
karistirilir, buzda 20 dk bekletilir.

Tiipler 42 °C sicak su banyosunda 90 saniye tutulur.

Sonra iizerlerine 500 ul Psi Broth eklenir ve 37 °C calkalamali inkiibatorde 60-90 dakika
inkiibe edilir.

Bu karisimdan 50, 100 ve 200 ul’lik alikotlar alinarak 25 ug/ml Kanamisin ve 100 ug/ml
Ampisilin iceren LB agar petrilere cam baget ile yayilir. Besiyerleri 37 °C etiivde gece

boyu inkiibe edilir.

Pozitif Kontrol (Transformasyonun etkinligi i¢in): Qiagen pQE-40 kontrol plazmidinden 1 ng

almarak 20 ul T.E i¢inde hiicreler transforme edilir. Bu transformasyon karigimi ve 1:10 ‘luk

diliisyonu 25 ug/ml Kanamisin ve 100 ug/ml Ampisilin iceren LB agara cam baget ile yayilir.

Transformasyonun etkinligi i¢in pozitif kontrol petrisinde mutlaka liremenin olmas1 beklenir.

Negatif Kontrol (Antibiyotik aktivitesinin kontrolii i¢in): Hiicreler 20 ul T.E ile transforme

edilir ve bu karisimdan en az 200 ul alinarak 25 ug/ml Kanamisin ve 100 ug/ml Ampisilin

iceren LB agar petriye cam baget ile yayilir. Antibiyotik aktivitesinin kontrolii i¢cin negatif

kontrol petrisinde asla iiremenin olmas1 beklenmez.

3.2.11.

Plazmid izolasyonu:

Transformasyon sonucu lireme gozlenen petrilerden tek bir koloni almarak 25 ug/ml Kanamisin ve

100 ug/ml Ampisilin igeren 1-5 ml’lik LB besiyerine konulur ve gece boyu 37 °C galkalamal:
inkiibatorde inkiibe edilir. Kiiltiirden 700 ul alinarak %50 LB ve %50 gliserol karigimindan 300 ul

ile karistirtlir. Bu sekilde gliserol stoklar1 olusturularak -80 °C’de saklanir. Kiiltiiriin geri kalan1
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(en az 1 ml) 5400 x g’de 4 °C’de 10 dk santrifiij edildikten sonra supernatant dokiiliir ve hiicreler

elde edilir. Bu hiicrelerden Qiagen MiniPrep Kit ile plazmid izolasyonu ger¢eklestirilir:

1-

o0
1

Bakteri hiicre pelletini lizis etmek i¢in kit icindeki Buffer P1 soliisyonu kullanilir. Buffer
P1’e yine kit icindeki RNase A eklenir. Ayrica hiicrelerinin tiimiiniin lizis oldugundan
emin olmak i¢in mavi renk veren LyseBlue Reagent’tan 1:1000 oraninda Buffer P1’e
eklenir. Bu sekilde hazirlanan Buffer P1 soliisyonundan pellete 250 ul eklenerek siispanse
edilir.

Hiicrelerinin lizisinin devami i¢in Buffer P2 soliisyonundan 250 ul eklenerek karistirilir.
Siispansiyonun rengi Buffer P2 eklendiginde maviye doner. Bu, tiim hiicrelerin lizis
oldugunu gosterir. Karistirma isleminin 5 dakikadan fazla siirmemesi gerekir.

Igeriginde SDS bulunan Buffer N3’ten 350 ul eklenerek karistirilir. Siispansiyonun rengi
beyaza doner. Bu igslem hiicresel artiklarin presipitasyonunu saglar.

Stispansiyon 13 000 rpm’de 10 dk santrifiij edilir. Hiicresel artiklar pellet olusturur.
Sopernatant, filtreli QlAprep spin column’a eklenir.

30-60 sn santrifiij edildikten sonra filtreden ¢ikan kisim atilir.

QIAprep spin column’a Buffer PB’den 500 ul eklendikten sonra 30-60 sn santrifiij edilir.
Filtreden ¢ikan kisim atilir. Bu islem niikleazlarin aktivitesini uzaklastirir.

QIAprep spin column’a %100 etanol iceren Buffer PE’den 750 ul eklenir. 30-60 sn
santrifiij edildikten sonra ¢ikan kisim atilir.

Etanolden arindirmak i¢cin QIAprep spin column bos olarak 30-60 sn santrifiij edilir. Cikan

kisim atilir.

10- QIAprep spin column, temiz bir ependorfa alindiktan sonra iizerine, filtrenin tam ortasina

gelecek sekilde Buffer EB denilen eliisyon soliisyonundan 50 ul eklenir. 1 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildikten sonra 1 dakika santrifiij edilir.

Plazmid DNA’lar1 protokole gore elde edildikten sonra NanoDrop cihazinda O.D’leri
Olgiiliir ve klonlamanin konfirmasyonu i¢in restriksiyon enzim kesimi yapilir. Bu
plazmidler klonlamadan 6nce hangi restriksiyon ezimleriyle kesimleri yapildiysa, ayni
restriksiyon enzimleriyle kesimleri gerceklestirilir:

SWAP70 ile klonlanan Plazmid O.D: 250 ng/ul

Plazmid: 2 ul
BamHI: 1ul
Sall: 1ul

10X BamHI Buffer: 2 ul



37

dH20: 13 ul

Toplam: 20 ul
37 °C’de gece boyu inkiibe edilir.

PINK1 ile klonlanan Plazmid O.D: 150 ng/ul

Plazmid: Sul
BamHI: 1 ul
HindIII: 2 ul
10X BamHI Buffer: 2ul
dH20: 10 ul
Toplam: 20 ul

37 °C’de gece boyu inkiibe edilir.

Enzim kesimleri daha 6nceden anlatildig1 gibi agaroz jel elektroforezinde goriintiilendi.

Plazmid DNAlar1 konfirmasyon amaci ile dizilemeye gdnderildi. (Iontek Lab.)

3.2.12. Protein Purifikasyonu:

-80 °C’de saklanan daha onceden hazirlanmus gliserol stoklarindan birer alikot alnir ve

¢Ozduriikiir.

1-

Gliserol stogundan 5 ul alinarak 100 mg/ml Ampisilin ve 25 mg/ml Kanamisin iceren 5 ml
LB besiyerine eklenir. 37 °C’de 200 rpm’de galkalanarak gece boyu inkiibe edilir.
Biiyiiyen kiiltiiriin tamami1 100 mg/ml Ampisilin ve 25 mg/ml Kanamisin iceren 500 ml LB
besiyerine eklenir. 37 °C’de 200 rpm’de ¢alkalanarak inkiibe edilir.

Kiiltiiriin belli zaman araliklarinda O.D’si 600 nm’de Slgiiliir.

0.D 600 nm’de 0,6 olunca 1M IPTG’den 500 ul eklenir. En az 4 saat olacak sekilde ya da
gece boyu 37 °C’de 200 rpm’de ¢alkalanarak inkiibe edilir

Kiiltiir buzda sogutulduktan sonra 3500 rpm’de +4 °C’de 20 dk santrifiij edilir. Supernatant
dokiilerek hiicreler elde edilir.

500 mI’lik LB i¢in 20 ml Buffer A’dan eklenir. Karistirilarak pellet hiicreleri lizis edilir.
Hiicrelerin iyice lizis oldugundan emin olmak i¢in slispansiyon homojenize hale gelene
kadar 1 saat boyunca karistirilir.

10 000 rpm’de +4 °C’de 20 dk santrifiij edilir.

Supernant temiz bir falkon tiipe alnir. Lizatin 10 hacmi i¢in 1 hacim resin (Ni-NTA

agaroz) eklenir ve 40 dk boyunca karistirilir. (Ornegin, 20 ml lizat i¢in 2 ml resin eklenir.)
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10- 6xHis tag proteinlerin purifikasyonu i¢in kullanilan Ni-NTA filtreli column dH20 ile

yikanarak temizlenir ve ektensiyon tiiplerinin yardimiyla peristaltik pompaya baglanir.

11-Ni-NTA column iizerinden resin ve lizat karisimi pastor pipeti ile damlatilarak konur.

Peristaltik pompanin akis hiz1 0,4 ml/dk’ya ayarlanarak lizatin column’dan akis1 saglanir.

12- Cikan kisim toplanarak tekrar column’dan gecirilir. Ikinci gegisten sonra ¢ikan kisim atilir.

13-Ni-NTA column iizerine Buffer B’den 15 ml damlatilarak eklenir. Cikan kisim atilir.

14-Ni-NTA column iizerine Buffer C’den 15 ml damlatilarak eklenir. Cikan kisim atilir.

15-Ni-NTA column iizerine Buffer D’den 15 ml damlatilarak eklenir. Cikan kisim atilir.

16-Ni-NTA column iizerine Buffer E’den 15 ml damlatilarak eklenmeye baslandiginda ¢ikan

kisim toplanir.

17- Protein iceren bu kisim toplanma sirasma gore ependorflara ayrilir ve NanoDrop cihazinda

280 nm’de O.D’leri 6lgiiliir. O.D’si en yiiksek olanlar, protein icerigi en yiiksek olanlardir.

3.2.13. Bradford Metodu Kullanilarak Protein Konsantrasyon Tayini:

Bradford Metodu, Commasie Brilliant Blue boyasinin standart bir proteine (Bovine Serum

Albumin, BSA) baglanma 0zelliginden yararlanilarak bilinmeyen proteinin miktarinin

bulunmasina dayanir.

1-

Bunun i¢in asagidaki protokole gére Bradford Assay Kit (Pierce) kullanild:

Bilinmeyen proteinin diliisyon soliisyonu olan Buffer E kullanilarak BSA’nin standart
diliisyonlar1 hazirlanir. (Tablo 3.1)

Standart diliisyonlarm her birinden 3’er kopya olacak sekilde 30’ar ul alinir ve tizerlerine
1500 ul Commasie Brilliant Blue boyas1 eklenir.

Bilinmeyen proteinden de 3’er kopya olacak sekilde 30’ar ul alinir ve iizerlerine 1500 ul
Commasie Brilliant Blue boyasi eklenir.

Orneklerle Commasie Brilliant Blue boyasi iyice karistirildiktan sonra 10 dk oda
sicakliginda bekletilir.

595 nm’ye ayarlanmis spektrofotometrede dH2O ile blank alindiktan sonra standartlar ve
bilinmeyen protein kopyalarinin sirasiyla O.D’leri 6lgiiliir ve ortalamalar1 alinir.

H standardi referans standart oldugundan H diliisyonunun O.D’si, Olciilen diger
O.D’lerden c¢ikartilarak degerler diizeltilir.

Standartlarin O.D degerlerine kars1 konsantrasyon grafigi cizilir ve bu grafikten

yararlanilarak bilinmeyen proteinin konsantrasyonu hesaplanir (13).



Tablo 3.1: Bradford standart diliisyon hazirlanmasi.

Final BSA
Diliisyon |[Diliisyon Soliisyonu Hacmi | BSA Kaynag ve Hacmi
Konsantrasyonu
A 0ul Stoktan 300 ul 2000 ug/ml
B 125 ul Stoktan 375 ul 1500 ug/ml
C 325 ul Stoktan 325 ul 1000 ug/ml
D 175 ul B diliisyonundan 175 ul 750 ug/ml
E 325 ul C diliisyonundan 325 ul 500 ug/ml
F 325 ul E diliisyonundan 325 ul 250 ug/ml
G 325 ul F diliisyonundan 325 ul 125 ug/ml
H 400 ul 0 0 ug/ml = Kor

3.2.14. Giimiis Boyama Yontemi ile SDS-PAGE (SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi):
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Proteinler purifiye halde elde edilip konsantrasyonlar: belirlendikten sonra poliakrilamid jele

yiiklenerek SDS-PAGE yontemi ile biiytikliiklerine gore ayrilir. Proteinlerin goriintiilenebilmesi

icin poliakrilamid jel, glimiis boyama yontemi ile boyanir.

Poliakrilamid Jelin Hazirlanmasi ve SDS-PAGE

Poliakrilamid jel iki kisimdan olusur: Seperating jel ve Stacking jel.

Seperating Jel (%10’1luk)

dH20

1,5 M Tris (pH: 8,8)
%10 SDS

%40 Akrilamiks*
%10 APS

TEMED

2.4 ml

1,3ml

0,05 ml
1,3ml
0,05-0,1 ml
0,002-0,01 ml

* 0640 Akrilamiks: 81 ml %4 bisakrilamid ve 169 ml %60 akrilamid olacak sekilde hazirlanir.

Poliakrilamid jel i¢in gerekli olan camlar, parlak yiizeyleri birbirine bakacak sekilde kiskaclar

yardimiyla birlestirilir. Seperating jelden 1 ml alinarak camlarin dibine konulur ve poliakrilamid
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jel i¢in tikag gorevi goriir. Camlarm altindaki jel donduktan sonra camlarm arasinda kalan bosluga

seperating jelin tamami eklenir. Bu jel polimerize olup donduktan sonra stacking jel hazirlanir.

Stacking Jel:

dH20 0,72 ml
%40 Akrilamiks 0,13 ml
1 M Tris (pH: 6,8)0,13 ml

%10 SDS 0,01 ml
%10 APS 0,01 ml
TEMED 0,001 ml

Stacking jel karisimi, seperating jelin tizerine eklenir. Camlarin arasina tarak yerlestirilir ve jelin
polimerize olarak donmasi beklenir.
Protein ornekleri, yiikleme soliisyonu olan 2X Loading Buffer ile birebir oraninda karistirilir ve 98
°C’de 5 dk inkiibe edilir.
Jeller donduktan sonra tarak cikarilir. Camlar dikey elektroforez tankina yerlestirilir. Tankin igine
elektrik iletimini saglamasi i¢in elektroforez soliisyonu olan Running Buffer* eklenir.

*Running Buffer: 145 gr Glisin, 30 gr Tris-base ve 50 ml %10 SDS.
Kuyularin i¢i running buffer ile yikanarak temizlendikten sonra protein 6rnekleri yiiklenir. Tank
voltaj kaynagina baglanir ve 25-30 miliamper’de yaklasik 30 dk yiiritiiliir.
Poliakrilamid Jelin Giimiis Boyama Metodu ile Boyanmasi
Gerekli Soliisyonlar:

A Soliisyonu (10X Stok): 15 ml Asetik Asit, 285 ml Etanol

B Soliisyonu (10X Stok): 3 gr giimiis nitrat tartilip 300 ml dH20O’da ¢ozdiirtliir.

C Soliisyonu: 4,5 gr NaOH, 0,03 gr Borax tartilip 300 ml dH20’da ¢6zdiriiliir ve 1,2 ml

Formaldehid eklenir.

D Soliisyonu: 22,5 gr NaCO3 tartilip 300 ml dH2O’da ¢ozdiirtiliir.
Poliakrilamid jel, yikama kabma almir ve A soliisyonundan 100 ml eklenir. 6 dk calkalanarak
inkiibe edilir. Bu soliisyon dokiilir ve 100 ml B soliisyonu eklenir. 15 dk ¢alkalanarak inkiibe
edilir. B soliisyonu da dokiildiikten sonra dH20 ile 30 saniyeyi gegmeyecek sekilde yikanir. Sonra
C soliisyonundan 100 ml eklenir ve goriintii olusuncaya kadar calkalanarak bekletilir. Gorlintii
olustuktan sonra C soliisyonu dokiiliir ve D soliisyonundan 100 ml eklenir. 5 dk calkalanarak

bekletilir (13).
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3.2.15. ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)
Kuyu basina konmasi gereken antijen miktar:: 1 pg/ml
Total protein/antijenin i¢inde bulunmasi gereken toplam buffer (PBS) miktarinin hesaplanmast:
# plate x 2 x 96 kuyu/plate x 25 pl/kuyu=....... ul=........ ml
Ornek:
8 antijen + 1 coat = 9 plate = tabak
9 plate x 2 x 96 kuyu/plate x 25 pl/kuyu = 43.200 pul =4.3 ml PBS
Kuyu basina konmasi gereken antijen miktar: (1 pg/ml) hesaplanmast:
lpg/mlx Ymlx I ml/ Xmg=........ ul antijen + 4,3 ml PBS
X: antijen miktar1
Y: total buffer (PBS) miktar1
Ornek:
Antijen miktar:: 3 mg/ml
Total volume: 4,3 ml
Ipg/mlx 5.5 ml x 1 ml/ 3 mg = 1.83 pul antijen
1. GON
Plate’ lerin hazirlanmasi
1. Antijenler kuyu basma 1pug/ml olacak sekilde 4,3 ml PBS i¢inde ¢oziiliir (15 ml lik falkon
icinde). 25 pl/ kuyu olacak sekilde plate lere aktarilir.
2. Gece boyu +4 °C de inkiibe edilir.
2.GUN
Serum ile inkiibasyon
3. Plate’ lerin igerigi dokiiliir.
2 kere PBS+tween (%0.1) ile yikanir.
1 kere PBS ile yikanur.
Her bir kuyuyu 30 ul/kuyu olmak tizere %35 lik siit tozu bulunan PBS ile bloke edilir.
En az 2-3 saat oda 1sisinda bekletilir.
Bloke edici buffer dokiiliir.
1 kere PBS ile yikanur.

A A R T L

10. Bloke edici buffer i¢indeki serum dilusyonlarii hazirlanir. (1:100 ve 1:400)
11. Plate’ ler 1 kere PBS-T (Tween 20: %0.1) ile yikanur.

12. Igerigi dokiiliir.

13. Serum dilusyonlarini 30 pl /kuyu olacak sekilde eklenir.
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Gece boyu +4 °C de bekletilir.

ikincil antikor ve Okuma

15.
16.
17.

PBS+T ile 2 kez yikanir.

1 kere PBS ile yikanur.

30 pl/kuyu ikincil antikor (goat a-human IgG-AP conjugated) eklenir. 1:2000 dilusyonda
blocking buffer’da dilue edilir.

ornek: 96 kuyu x9 plate x30ul/kuyu=yaklasik 26 ml/2000=13 pl 2.cil antikor

18.
19.
20.
21.
22.
23.
24.

2 saat oda 1sinda bekletilir.

2 kere PBS-T ile yikanir.

1 kere PBS ile yikanur.

30 pl/kuyu substrat eklenir.

Oda 1sinda 45 dakika karanlikta bekletilir.

Renk gelisimini 15 pl stop soliisyonu (3N NaOH) ile durdurulur.

ELISA reader cihazinda, eksitasyon 450/50, emisyon 580/50 ve gain 25 olacak sekilde

okunur.

3.2.16. istatistik Yontemler:

ELISA sonuglar1 Graph Pad ve SPSS 13.0 programlar1 kullanilarak Fischer kesinlik testi ve t-

test analizleri yapilarak hesaplanmustir.



4. BULGULAR

4.1. PINK1 ve SWAP70 Genlerinin Klonlanmasa:
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Bu c¢aligmada ilk asamada PINK1 ve SWAP70 genlerinin klonlanmasi amaglandi. Bu

dogrultuda her iki gen, agik okuma cerceveleri (ORF) goz oniinde bulundurularak tam uzunlukta

(full length olarak) PZR yontemiyle amplifikasyonu denendi. Amplifikasyonda kullanilan primer

dizilerinin 5 uglarma eklenen restriksiyon dizileri ile ORF biitiinliigli korunarak SWAP70 geninin

amplifikasyonu ve restriksiyon enzim kesimi basarili bir sekilde gerceklestirildi (Sekil 4.1).
p Y Y $ $ gere S

5 GEEAGCT TCAAGGRAGEAGCTGCT CAARAGCCAT CTGECACGCCT TCACCGCACT CGALC
CAGGACCACAGCGECARGGTCTCCARGTCCCAGCT CAAGGTCCTTTCCCATARCCTGTGCAC
GGTGCTGAAGGTTCCTCATGACCCAGT TGCCCTTGAAGAGCAC TT CAGGGATGATGATGAGE
GTCCACTGTCCARCCACGCCTACATGCCTTAT TTAAACAGCT TCATTTTGGAARARAGETCCAR
GACAACTTTGACARGATTGAAT TCAATAGGATGTGTTGGACCCTCTGTGT CARRARRARCCT
CACAARGAATCCCCTGCTCATTACAGAAGARGATGCATTTARAATATGGGTTATTTTCAACT
ITTTATCTGAGCEACA AT AT AT TAA T TATT CTCTCAGAACAGARTICAATACCTCGCTTAAG
AAGCTTACAGAAGCTATGGGASGAGGTTGECAGCAAGAACRAT TTGAACAT TATARRRTCAR
CTTTGATGACAGTARARATGGCCTTTCTGCATGEGAACTTAT TGAGCTTATTGGAAATGEAC
AGTTTAGCARAGGCATGGACCGGCAGACTGTGT CTATGGCART TAATGARGTCTT TARTGAR
CTTATATTAGATGTGTTAAAGCAGGGT TACATGAT GAARRAGGGCCACAGACGGAARRACTG
GACTGARAGATGET TTCTACTAA AR CCCARCATARTTTCT TACTATGTGAGTGAGGATCTIGA
AGGATARGAAAGGAGACATTCTCTTGGATGARAATTGCTGTGTAGAGTCCTTGCCTGACARA
GATGGARAGARATGCCTTTT TCTCETAAAATGT TT TGATAAGACT TTTGRAAATCAGTGCTTC
ACGATARRCARGARGRA R A TECATTCAMCCCATTCATTCTACTATTCATCTETTEARGET
TGGGCAGCCCTCCACCACACARAGARGCCCGCCAGCGTCGGRARGAACTCCGGRAAGRAGCAG
CTGECTGAACAAGAGGAACT GGAGCGACAAAT GAAGGAACTC CAGGCCGCCAACGARRGCAA
GCAGCAGGAGCTGEACGCCGTECGEARGARACT GEAGGARGCAGCAT CTCCTCCAGCAGRAG
AGGAAARGAAACGCCTTCAGACTCARGT GGARCTTCAGGCCAGGT TCAGCACAGAGCTGGAA
AGRGRERACCTTAT CAGRCAGCAGATECEARGARCRACETTECTCARRRCTCCTCTEAATTEGA
ACAGTATTTACAGCGAGTACGEGAGCTGGARGACATGTACCTARAGC TGCAGGAGGCTCTTG
AAGATGAGAGACAGGCCCGECAAGATGARGAGACAGT GCGGARGC TTCAGGCCAGGTTGTTG
A AN AT T T AR CACEEC T AR CTAGAR AR CTEECACTTEEAGCRACCAGCACECCAT
TCAGACARCCGAGGCGGAGAAGCAGGAGTTGEAGART CAGCETGTCCTGRRGGRACAGGCCC
TGCAGGAGGCCATGGAGCAGCTGEAGCAGCTTGAGTTAGAAC GGARGCARGCACT TGAGCAG
TACGAGGAAGTTAAARAGAAGCTGGAGATGGCARCTAATAAGACCARGAGCTGGAAGGACAR
AGTGGCCCATCATGARGGAT TAATT CGACT GATAGAACCAGE TTCAAAGAACCCTCACCTGA
TCACT AR T EEECACCT GCAGC TTT CACTCAGGCAGAACT TCAACAGAGAGACARCAACTEE
arrGAGRARAAGRCCACGGACR 37

Sekil 4.1: SWAP70 kodlayan gen dizisi.
Kirmizi ile gosterilen diziler primer bolgeleri, bastaki ATG baslangi¢ kodonu ve
kodonunu gostermektedir.

sondaki TGA sonlanma

Ancak PINKI1 geninin agik okuma c¢ergevesi goz Oniinde bulundurularak dizayn edilen primer

ciftleri ile PZR yontemi ile tam uzunlukta (full length olarak) amplifikasyonu gerceklestirilemedi.

Bunun i¢in PINKI1 geninin C-terminalinde yer alan bdlgeyi igine alacak

sekilde dizayn edilen

primer ciftleri ile bu bdlgenin PZR yontemi ile amplifikasyonu yapildi. (Sekil 4.2). S6z konusu
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primer ¢iftlerinin 5’ uclarma eklenen restriksiyon dizileri ile restriksiyon bolgeleri olusturularak
enzim kesimi gerceklestirildi.

Behget hastalarinda bilinmeyen otoantijenlerin bulunmasmna yonelik SEREX yontemi ile
yapilan 6n c¢aligmalarda PINK1 geninin sonunda yer alan bolgeye karsi otoreaktivite gelistigi
gozlenmistir. Bu nedenle PINK1 genindeki diger bolgelerinin arasindan genin sonunda yer alan

bolge PZR yontemi ile amplifiye edildi.

IIIECEETGCGlE1EGCGCTGGGCEGEGBCETEEIECTEGGTEG&GCECIEEIECIGCECITCEEEGGCIIBC
BEEGEGEEGCCIlﬂEEETTGGGEGEEGBEGGEﬂBEGCEGGGGGCTGIGICEEEEGGE!GEETEELEGETEEEEEE
CHEEl£CEGGCEEEEhEECTEEClEGGTCGGECICGGECICCEI&!BEEIETCEGEIIETTEEECEHEIEGGIEE
WWMMW&W
IETTTCTGGECCTTCGGGCTAGGGCTEEGCCTCAT CGAGGARARACAGGCEEAGAGCCBGCGGECEGTCTCGGCCT
GICAGGAGATCCAGGCAATT T TTACCCAGAAAAGCAAGCCEGGECCTGACCCATTGRACACGAGACGCTTGCAGS
GCITICGGCTGGAGGAGTATCIGATAGGGCAGTCCATTIGATAAGGGCIGCAGTGCIGCTIGIGTATGRAGCCACCR
TGO CTACAT IGCCCCAGAACCTI GEAGET GACARAGAGCACCEEGTIGCITCCAGGGAGRGGCCCAGGTACCAGTG
CACCAGGAGARAGEECAGEAGCCAGCT COGGEGECCCCTIGCCTTCCCCTIGECCATCAAGRTGATGT GGAACATCT
CEECAGET T C LI CCACC GRAGCCAT CT T GAACACARTGAGCCAGGAGCTGETCCCAGCGAGCCGAGTGECCTIGE
CIGGGGAGTATGGEAGCAGTCACT RGN CC AR AR GE T CCC AN GCARC TAGCCCETCACCCCAACATC
ICCGGETICTICCGCGCCITCACCICITCCGTGCCGCIGCIGCCAGGEGCCCTIGATCGACTACCCTGATGIGCTIGE
CCTCACGCCTCCACCCTGAAGGCCTGGGCCATGECCGGACGCTGTITCCTCGTTATGRAGRACTATCCCTGTACCCE
IGCGCCAGTACCTITIGIGIGARCACACCCAGCCCCCGCCTICGCCGCCATGATGCTGCTGCAGCTGCIGGAAGECG
TGGACCATCTIGETTCARCAGGGCAT CGOGCACAGRGACCTGARATCCGACARCATCCTIGTGGAGCTGGACCAGA
CBGCTGCCCCTIGECTGETEATCOCAGAT T ITGGCIGCIGCCTGECTIGATGABASCATCGECCTGCAGITGCCCTIT
CAGCAGCTGGTACGTEGATCOEEECGEARACGECIGTCTGATGECCCCAGAGGTSTOCACGECCCGTCCTIGECCE
CAGGGCAGTGATIGACTACAGCAAGGCTGATGCCIGGECAGTGGRAGCCATCGCCTATGARATCTTCGGGCITCT
CARTCCCTICTACGGCCAGGGCARGGCCCACCTIGAARGCCGCAGCTACCAAGAGGCTICAGCTACCIGCACIGEC
CGuGTCAG”GCCTC*AGACGTGngh-AGITGETEnEGEBlﬂIECIEElECG!Elﬁﬁﬂ:lﬂﬂkhﬁ!ﬁlﬂﬂh!ﬂrﬁc
GG T AGCCGCARAT GTGCTTCAT CTAAGCCIC I GGG T GAACATATICTAGCCCTGAAGAATCTGAAGTTAGA
CAAGATGRT TGGCTGECTCCTCCAACAATCHGCCGCCACT TG T TEGCCARCAGGCTCACAGAGRAAGTGTIGIGT
GoRARCARARATGAAGATGCICTIIICTGGCTAACCIGEAGTGTIGARRCGCICTGCCAGGCAGCCCTICCICCICIO
creaTeeAGGGCAGCCCTG 3

Sekil 4.2: PINK1 kodlayan gen dizisi.

Kirmizi renk ile gosterilen bolgeler baslangi¢ ve sonlanma kodonlaridir. Mavi renk ile gosterilen bolgeler
farkli epitop bolgelerini kodlayan dizilerdir. Sar1 renk ile gosterilen bolgeler PINK1 PZR amplifikasyonu
icin gerekli primer ¢iftleridir.

Sekil 4.3: Solda SWAP70’ ait ve sagda PINK1’¢ ait transformasyon sonrasinda iiremenin gozlendigi
petriler.
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Amplifikasyonu ve Restriksiyon enzim kesimi yapilan DNA dizileri (SWAP70 ve PINKI1
genleri) vektor (pQE-30) ile birlestirilerek E. coli M15 hiicrelerine transforme edildi. PINK1 ve
SWAP70 klonlarini igeren kolonilerin bulundugu petriler Sekil 4.3°de gosterilmistir.

4.2. PINK1 ve SWAP70 Ekspresyonu ve Protein Konsantrasyonlarimin Belirlenmesi:

PINK1 ve SWAP70 klonlarnin 6xHis tag protein ekspresyonu ve ardindan protein
purifikasyonu, Ni-NTA resin kullanilarak olusturulan matrikste Ni-NTA filtreli kolon (column)
kullanilarak metal afinite kromotografisi yontemi ile gerceklestirildi.

Protein purifikasyonunun ardindan elde edilen proteinlerin konsantrasyonlarmi belirlemek
amaci ile Nano Drop cihazinda 280 nm dalga boyu kullanilarak standartlarin optik dansiteleri
(OD) olguldii. Bradford yontemi kullanilarak ¢izilen grafik iizerinden proteinlerin
konsantrasyonlar1 hesaplandi. Grafik 4.1’de Bradford standartlarina ait polinom grafigi ve bu

grafigin 2. dereceden formiilii yer almaktadir.

17.11.08 Bradford_NanoDrop2
y =123206x? + 3194,4x + 53,619
2500
c 2000 »
o
> /
E 1500
= / —o— Seri 1
§ 1000 Polinom (Seri 1)
€ 500
0 ‘ ‘ ‘ ‘ :
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
oD

Grafik 4.1: Bradford standart grafigi

PINK1 ve SWAP70 proteinlerinin OD’ leri 6l¢iildii ve standartlara gore ¢izilen polinom
grafigindeki  formiilden (y=123206x*+319,4x+53,619) yararlanilarak = konsantrasyonlar1
hesaplandu:

SWAP70: 296,963 ug/ml
PINK1: 853,89 ug/ml.

Uretilen PINK1 ve SWAP70 proteinleri SDS-PAGE yontemi ile goriintiilendiginde

SWAP70 i¢in 70 kD civarinda ve PINK1 i¢in 20 kD civarinda bantlar gozlemlenmistir (Sekil 4.4).

Bu da iiretilen proteinlerin dogru proteinler olarak purifiye edildigini gostermektedir. SWAP70 ve
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PINK1 protein bantlar1 ile beraber gozlenen diger nonspesifik bantlarin bakteriyel protein

kontaminasyonundan kaynaklandigi diistiniilmektedir.

72 kD
55kD
43 kD
34 kD

26 kD

17 kD

Sekil 4.4. SDS-PAGE goriintiisii. 1, marker; 2-4, SWAP70; 5-7, PINK1. Oklar SWAP70 ve PINK1 ig¢in
dogru bantlar1 gostermektedir.

4.3. ELISA SONUCLARI:

ELISA sonuglarindan elde edilen veriler dogrultusunda PINK1 ve SWAP70 antijenlerine
kars1 Behget hasta ve saglikli kontrol serum Orneklerinde olusacak antikor yanitinin degerleri,
Graph Pad ve SPSS 13.0 programlar1 kullanilarak istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

SEREX yontemi ile PINK1 ve SWAP70 seropozitif olarak belirlenen bir grup Behget hasta
ve saglikli kontrol serum oOrneginde, SWAP70 ve PINKI antijenlerine karsit olusan antikor
yanitinin varligi ELISA yontemi ile tekrar degerlendirildi. Antikor yanit1 agisindan ELISA ve
SEREX sonuglar1 karsilastirildiginda PINK1 seropozitifligi ELISA’da diisiik titrasyonda saptandi.
Fakat SWAP70 antijenine karsi olusan antikor yanit1i PINK1’e gore daha yliksek olarak gozlendi.

ELISA deneylerinde diisiik degerlerde PINKI1 seropozitiflik gozlenmesi durumunun,
sentezlenen PINK1 proteininden kaynaklanabilecegi diisiinlilerek PINK1 sentetik peptid (Abcam)
satin alindi. Karsilastirmali olarak ayni1 hasta ve saglikli kontrol serum orneklerinde ELISA
yontemi ile denemesi yapildi. PINK1 sentetik peptid, PINK1 amino asit dizisi tizerindeki 484-504.
amino asitleri igerir; klonlanip sentezlenen PINK1’in igerdigi gen bolgesi ile aynidir. ELISA

sonuclar1 degerlendirildiginde sentetik PINK1 peptidine karsi olusan antikor yanit1 degerlerinin,
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sentezlenen PINKI1 proteininkinden farkli olmadigi goriilmiistiir. Hatta sentezlenen PINKI1
proteinine karsi antikor yanitinin ELISA sonuglarindaki degerlerinin ortalamasi (62,3125 +
35,942), sentetik PINK1 peptidine gore (20,25 + 10,063) daha fazladir.

SEREX yontemi ile yapilan calismada belirlenen SWAP70 seropozitit 6rnekler, ELISA
yontemi ile yapilan bu calismada pozitif kontrol olarak kullanilmistir. SWAP70 antijenine kars1
olusan antikor yanitinin Behget hasta (n=100) ve saglikli kontrol (n=100) serum 6rneklerindeki

ELISA sonuglarindan belirlenen degerleri Grafik 4.2 ve 4.3’ de gdsterilmistir.

Saglikli Kontrollerdeki ELISA Sonuglari

400+
§ 3004 s
O
=
5
(7)) 200'
&
- -
=l 100 s

o+ . . .
0 50 100 150
Saghkh Kontroller

Grafik 4.2: SWAP70 antijeni i¢in saglikli kontrollerdeki ELISA sonuglarmin dagilimlar.

Hasta ve kontrol gruplar1 kendi iclerinde degerlendirilmistir ve her iki gruptaki 6rneklerin
ortalamalar1 karsilastirilmistir. Grafikler g6z oOniinde bulunduruldugunda hasta grubundaki

orneklerin saglikli kontrol grubundaki drneklere gore cok daha genis araliklarla dagilim gdsterdigi

gozlenmektedir.
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Hastalardaki ELISA Sonuglari
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Grafik 4.3: SWAP70 antijeni i¢in hastalardaki ELISA sonuglarinin dagilimlari.

SWAP70 antijenine kars1 olusan antikor yanitinin Behget hasta (n=100) ve saglikli kontrol
(n=100) serum Orneklerindeki ELISA degerlerinin ortalamalari sirasiyla 161.69 + 92.69 ve 160.63
+ 75.09 seklindedir. Ortalamanin Ustiindeki ve altindaki degerler, Fischer kesinlik testi ile
degerlendirildiginde p degeri 0.7774 olarak bulunmustur; bu da istatistiksel olarak anlamli
degildir. Her iki gruptaki ELISA sonuglarindan elde edilen degerlerinin ortalamalar1 Tablo 4.1°de
verilmistir. Giiven aralig1 (confidence interval) %95 olarak alindiginda p degeri 0.9293 olarak

bulunmustur. Bu da hastalar ve kontroller arasinda anlamli bir fark olmadigini géstermektedir.

Tablo 4.1: t-test sonucuna gore hastalar ve kontrollerdeki ortalama degerler

Hastalar Kontroller
Say1 (n) 100 100
Ortalama 161.69 160.63
SD 92.69 75.09

SWAP70 antijenine karsi olusan antikor yanitinin Behget hasta ve normal serum
orneklerindeki asir1 u¢ degerlerden dolayi, hasta serum 6rneklerindeki degerler, normal kontrollere

oranla goreceli olarak yliksektir (Grafik 4.4).
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Grafik 4.4: SWAP70 antijeni i¢in hastalarda ve normallerdeki ELISA sonug degerleri.

Behget hasta ve saglikli kontrollerde, SWAP70 antijenine karsi olusan antikor yanitinin
ELISA sonuglarindan elde edilen degerleri agisindan +1SD, +2SD ve +3SD olarak standart
sapmalar1 hesaplanmistir. Bu kesim noktalar1 alindiginda hastalar ve normaller karsilagtirmali
olarak Fisher kesinlik testi ile degerlendirildiginde p degerleri sirasiyla 0.4464, 0.0140, 0.2462
seklindedir. +2SD degeri istatistiksel olarak anlamli bulundugundan hastalardaki seropozitiviteyi
degerlendirmek i¢in bu deger kesim noktasi olarak alinmistir. Buna gére 7 hasta seropozitif olarak

belirlenmigstir (Tablo 4.2).

Tablo 4.2: Hasta ve normal gruplarindaki seropozitif ve seronegatiflik.

Hastalar (n) Normaller (n) P degeri
Seropozitiflik (n) 7 0
Seronegatiflik (n) 93 100 0.0140%*
Toplam 100 100

* p degeri < 0.05

Calismada kullanilan Behget hastalar1 gosterdikleri klinik 6zelliklerine gore 4 ana alt gruba
ayrilmistir. Bu gruplar deri/mukoza, eklem, gdz veya vaskiiler tutulum gosteren hastalardan
olusmaktadir. Seropozitif olarak bulunan 7 hasta klinik 6zelliklerine gore ayrilan alt gruplar
acisindan degerlendirildiginde 2 hasta eklem, 2 hasta deri/mukoza, 2 hasta vaskiiler ve 1 hasta goz
tutulumlu olarak belirlenmistir. Seropozitif antikor varlig1 ile Behget hasta alt gruplar1 arasindaki
iligki degerlendirilmis ve istatistiksel olarak fark bulunamamistir. SWAP70’e kars1 olusan antikor

yanitinin Behget hasta alt gruplarindaki dagilimi Tablo 4.3°de verilmistir.



Tablo 4.3: SWAP70’¢e kars1 olugan antikor yanitinin Behget hasta alt gruplarindaki dagilim.

SWAP70 icin Eklem Deri/Mukoza Goz (Uveit) Vaskiiler
Seropozitif
hastalar 2 (%6,9) 2 (%8,7) 1 (%5) 2 (%7,1)
(n)
Seronegatif
hastalar 27 (%93,1) 21 (%91,3) 19 (%95) 26 (%92.,9)
()
Toplam hasta (%) 29 23 20 28
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Istatiksel olarak, SWAP70 antikor yamitinin Behget hasta alt gruplarindaki dagilimlarina

bakildiginda, SWAP70’in gruplar arasindaki dagiliminda istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunamadi. Ayrica SWAP70 antikor varligi tiim Behget hasta alt gruplarinda tutulumlu ve

tutulumsuz hastalar arasinda karsilastirildi ve istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (Tablo

4.4).

Tablo 4.4. SWAP70 antikor yanitinin Behget Hastalig1 alt gruplarinda tutulumu olan ve olmayan hastalar

arasindaki dagilimi (A: Deri/mukoza tutulumu olan ve olmayan hastalar, B: G6z tutulumu olan ve olmayan

hastalar, C: Eklem tutulumu olan ve olmayan hastalar, D: Vaskiiler tutulumu olan ve olmayan hastalar).

Deri/mukoza tutulumlu Deri/mukoza tutulumu
A hastalar olmayan hastalar p-degeri
n (%) n (%)
SWAP70 seropozitif | 2 (%8,7) 5 (%6,5)
SWAP70 seronegatif 0,659
21 (%91,3) 72 (%93,5)
Go6z tutulumu olmayan
Goz tutulumlu hastalar )
B hastalar p-degeri
n (%)
n (%)
SWAP70 seropozitif |1 (%5) 6 (%7,5)
SWAP70 seronegatif 1,00
19 (%95) 74 (% 92,5)




Eklem tutulumlu

Eklem tutulumu

C hastalar olmayan hastalar p-degeri
n (%) n (%)
SWAP70 seropozitif |2 (%6,9) 5 (%7)
SWAP70 seronegatif 1,00
27 (%93,1) 66 (%93)
Vaskiiler tutulumlu Vaskiiler tutulumu
D hastalar olmayan hastalar p-degeri
n (%) n (%)
SWAP70 seropozitif |2 (%7,1) 5 (%6,9) |
SWAP 70 seronegatif o
26 (%92.,9) 67 (%93,1)

51
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5. TARTISMA

Behget Hastaligi bilinmeyen etiyolojisi ile kronik inflamatuar bir bozukluktur. Genetik
olarak yatkin bireylerde mikrobiyal patojenlerin tetikledigi immunolojik anormalliklerin,
hastaligin patogenezinde onemli oldugu uzun zamandir 6ne siiriilmektedir. Behget hastaliginda
monosit ve lenfositlerin ¢esitli sitokinleri artmis oranda eksprese ettigi bildirilmistir. Genellikle
Thl tipi proinflamatuar sitokinlerin artmis sekresyonu, hastaligin ozellikle aktif doneminde
belirgindir. Ayrica hastaligin kliniksel aktivitesi ile birlikte seyreden oligoklonal T hiicre
genislemesi, Behget hastali§i immunopatogenezinde antijen kaynakli immun yanit1 gosterir (29).

Behcget hastaliginin patogenezinin belirlenmesine yonelik SEREX yontemi ile yapilan
calismalardan elde edilen sonuglar dogrultusunda PINK1 ve SWAP70 antijenlerine karsi
otoantikor yanitinin olustugu gozlenmistir (88).

Bu tez projesinde PINKI1 ve SWAP70 genlerinin klonlanarak ekspresyonlarmnin
gergeklestirilmesi ve elde edilen proteinlere/antijenlere karsi olusacak otoantikor yanitinin Behget
hasta ve saglikli kontrol serum oOrneklerinde ELISA yontemi kullanilarak belirlenmesi
amaclanmstir.

PINK1’in, apoptoza ve proteozomal inhibisyona karsi hiicreleri korudugu ve boylece
PINK1 proteininin noroprotektif bir roliiniin olabilecegi, yapilan fonksiyonel c¢aligsmalarda
gosterilmistir (24). N-terminalinde mitokondriyal hedef motifi ve Ca/kalmodulin ailesinden
serin/treonin kinazlara homoloji gosteren yiiksek oranda korunmus bir kinaz domain bulunduran
PINK1 geni, 581 amino asitlik bir protein kodlar (24,44). PINK1 mRNA’s1 en ¢ok kalp, kas ve
testislerde olmak tiizere bircok insan dokusunda eksprese edilir, bu ylizden hiicrede yararl
rollerinin oldugu diistiniilmektedir (94).

SWAP70, bir protein kompleksinin parcast olup immunoglobulin agr zincir geninin
donlisim (switch) bolgesi substratlar1 arasindaki DNA rekombinasyonunu katalizler. Aktive
olmus B hiicre nukleusuna lokalize oldugu, ayrica sitoplazmada da bulunabildigi belirlenmis fakat
kromatin ile sik1 bir iligkisi gézlenmemistir (7). SWAP70’in sinyal ileti proteinlerinin 6zelliklerine
sahip oldugu ve niikleer olaylar1 aktive edebilecegi, ayrica membran ya da sitoplazma
sinyalizasyonunda da yer aldig1 diisiiniilmektedir (89).

Bu calismada SEREX yontemi ile PINKI1 seropozitif olarak belirlenen bir grup Behget
hasta ve saglikli kontrol serum 6rneginde, PINKI antijenine kars1 antikor yanitinin varlhigmi

gostermek i¢in ELISA yontemi ile tekrar degerlendirildi. Antikor varliginin tayini acisindan
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ELISA ve SEREX sonuglar1 karsilastirildiginda PINK1 seropozitifligi ELISA’da diisiik degerlerde
bulundu. Bunun iizerine eksprese/purifiye edilen PINKI1 proteininin kontrolii amaci ile, ticari
olarak satilan PINKI sentetik peptid (Abcam) karsilastirmali olarak ayni hasta ve saglikli kontrol
serum Orneklerinde ELISA yontemi ile denenmistir. ELISA sonuclar1 degerlendirildiginde satin
alman PINKI1 peptidine kars1 olusan antikor yanitinin ELISA degerlerinin, sentezlenen PINKI
proteininkinden c¢ok farkli olmadig1 goriilmiistiir. Bu durum iiretilen PINK1 proteininin antijenik
acidan farkli olmadigini1 gosterir. Her iki antijen de ELISA yontemi ile karsilastirmali olarak
degerlendirildiginde sentezlenen PINKI1 proteininin ELISA degerlerinin ortalamasi 62,3125 +
35,942 ve satin alinan PINKI peptidinin ELISA degerlerinin ortalamasi 20,25 + 10,063 olarak
gozlenmistir. Buradaki ortalamalar g6z Oniine alindiginda sentezlenen PINKI1 proteinine karsi
olusan antikor yanitinin ELISA degerlerinin, PINKI1 peptidine gore daha yiiksek oldugu
goriilmektedir. Farkli ekspresyon ve purifikasyon yontemleri kullanilarak yapilan ¢aligsmalarda
kontaminasyon proteinlerinin yanlis pozitif sonuglara neden olabilecegi 6ne siiriilmiistiir (63). Bu
durumda ELISA degerleri arasindaki farkin, sentezlenen PINKI proteininin ekspresyonu ve
purifikasyonu  siireclerinden  kaynaklanan  bakteriyal = protein = kontaminasyonundan
kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.

SEREX yontemi ile yapilan calismalarda PINKI1 pozitif oldugu belirlenmis bir grup
Behget hasta ve saglikli kontrol serum 6rneginde, bu calismada eksprese edilen PINK1 antijenine
kars1 olusan antikor yanitinin degerlendirilmesi icin ELISA yontemi ile denendiginde diisiik
degerler gézlenmistir. Ayn1 hasta ve kontrol grubunun sentezlenen PINK1 i¢in ELISA yOntemi ile
diisiik degerler vermesinin nedeni her iki deney protokolii arasindaki farklardan dolay1 olabilecegi
seklinde degerlendirilmektedir. SEREX calismalarinda belirlenen pozitif klonun i¢erdigi antijenik
protein, katlanma Ozelliklerinden ve konformasyonel yapisindan dolayr klonlanip sentezlenene
gore farklilik gosterdigi gbéz Oniine alinmaktadir. SEREX yonteminde eksprese olan PINKI1
proteinindeki degisik konformasyonel olaylarm, farkli yapida bir protein olusumuna neden
olabilecegi ve bu proteine karsi olusan antikor yanitiin farklilik gosterebilecegi diisiiniilmektedir.
Ayrica sentezlenen PINKI1 proteininin purifikasyonunda protein kaybmi en aza indirmek i¢in
6xHis-tag yap1 sayesinde elde edilmek istendiginden dolay1r denatiire edici kosullarda
purifikasyonu gerceklestirilmistir. Protein purifikasyonunun denatiire edici kosullarda yapilmasi,
proteinin ii¢ boyutlu yapisini bozabilmektedir. Bu durumda farkli konformasyonel yapidaki
proteine karsi farkli antikor yanitinin olusabilecegi diisiiniilmektedir. Bu nedenlerden dolay1
PINK1 antijeninin Behget hasta ve normal serum 6rneklerinde ELISA yontemi ile belirlenen

sonuglar1 degerlendirmeye alinmamaistir.
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SEREX yontemi ile yapilan 6n ¢alismalarda SWAP70 pozitif oldugu belirlenmis bir grup
Behget hasta ve saglikli kontrol serum orneginde SWAP70 antijenine karsi olusan antikor
yanitinin degerlendirilmesi icin SWAP70 antijeni kullanilarak ELISA yontemi ile denemesi
yapilmis ve PINK1’e ait degerler ile karsilastirildiginda daha yiiksek ELISA degerleri
gozlenmistir. Bu sonuglara gore SWAP70 antijeninin Behget hasta ve normal serum 6rneklerinde
ELISA yontemi uyguland1 ve sonuglar1 degerlendirildi.

ELISA yontemi ile yapilan bu calismada pozitif kontrol olarak, SEREX yontemi ile
yapilan ¢alismadan elde edilen SWAP70 seropozitif 6rnekler kullanilmistir. Fakat ELISA sonug
hesaplamasi i¢in alt ve ilist degerleri belirlemeye yonelik, standart olarak kullanilabilecek ve
antikor titrasyonu bilinen pozitif o6rneklerin bulunmamasindan dolay1 hasta ve kontrol gruplari
kendi iglerinde degerlendirilmistir. SEREX yontemi ile yapilan 6n g¢aligmalardan elde edilen
SWAP70 pozitif serum Ornekleri standart olarak kullanilabilecek kadar yiiksek pozitivite
gostermediginden diliisyon egrisi kullanilmamistir. Sonucglarin degerlendirilmesi i¢in hasta
grubundaki ve saglikli kontrol grubundaki 6rneklerin ELISA degerlerinin ortalamalar1 alinmistir
(2,56). Hasta ve saglikli kontrollerin ortalamasi sirasiyla 161.69 + 92.69 ve 160.63 + 75.09
seklindedir. Hasta grubundaki 6rneklerin kontrol grubundaki 6rneklere gore daha u¢ degerlerinin
bulundugu ve cok daha genis araliklarla dagilim gosterdigi gozlenmektedir. Kontrollerdeki
ortalamanin iizerindeki degerler hastalarda ve saglikli kontrollerde karsilastirildiginda her iki
grupta da sayica yakin oldugu anlasilmistir (p=0.7774). Ortalamalarin degerlendirilmesi i¢in
uygulanan t-test’te p degeri 0.9293 olarak bulunmustur. Bu da hastalar ve kontroller arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigini gostermektedir. SWAP70 antijeni i¢in gdzlenen
ELISA degerleri, belirli sayidaki Behget hastalarinda (n=100) ve saglikli kontrollerde (n=100)
belirlenmis ve bu degerlerin 6zellikle hastalarda genis araliklarla dagilim sergileyerek degiskenlik
gosterebilecegi anlasilmistir. Behget hasta ve saglikli kontrollerde, SWAP70 antijenine karsi
olusan antikor yanitimin ELISA sonuglarindan elde edilen degerleri agisindan +1SD, +2SD ve
+3SD olarak standart sapmalar1 hesaplanmistir (11,44). +2SD degeri istatistiksel olarak anlamli
bulundugundan hastalardaki seropozitiviteyi degerlendirmek icin bu deger kesim noktasi olarak
almmis ve 7 hasta seropozitif olarak belirlenmistir.

Calismada kullanilan Behget hastalar1 gosterdikleri klinik 6zelliklerine gore 4 ana alt gruba
ayrilmistir: Deri/mukoza, eklem, goz ve vaskiiler tutulum. 7 seropozitif hasta klinik 6zelliklerine
gore ayrilan alt gruplar agisindan degerlendirildiginde 2 hasta eklem, 2 hasta deri/mukoza, 2 hasta

vaskiiler ve 1 hasta goz tutulumlu olarak belirlenmistir. Seropozitif olarak belirlenen hastalardaki
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organ tutulumlarinin belli bir organa spesifik olmadigi ve tutulumlarin bu hastalarda homojen
olarak dagilim gosterdigi anlagilmistir.

ELISA sonuglarina gore seropozitif ve seronegatif hastalardaki organ tutulumlari
belirlenmis ve alt gruplar ilk 6nce kendi aralarinda, daha sonra belli bir organ tutulumu olan ve
olmayanlar agisindan degerlendirilmis fakat anlamli bir fark bulunamamistir. Calisilan alt
gruplardaki hasta sayilarmin azligi nedeni ile istatistiksel olarak anlamlilik bulunamamis olabilir.
Bu yilizden daha genis hasta populasyonunda alt grup analizlerinin yapilmasi, Behget hastalarinda
SWAP70 antijenine kars1 olusan antikor yanitinin daha iyi belirlenmesini saglayacaktir.

Bu ¢alismada PINK1 ve SWAP70 genleri klonlanarak ekspresyonlar1 gerceklestirilmis ve
elde edilen proteinlere/antijenlere karsi olusan otoantikor yanit1 Behget hasta ve saglikli kontrol
serum Orneklerinde ELISA yontemi ile belirlenmistir. PINKI1 i¢in yapilan ELISA deneyleri
sonucunda hastalarda ve de normallerde diisiik degerlerde antikor varligmmin goriilmesinin non-
spesifik oldugu diisiiniildii. Gelecekte PINKI1 antijenine ait yeni optimizasyon deneyleri
planlanabilir. SEREX deneyleri ile yapilan 6n ¢alisma sonuglarina gore SWAP70 antijenine karsi
antikor varlig1 vaskiiler tutulumla iligkili bulunmasina ragmen ELISA deneylerinden elde edilen
sonuglarda SWAP70 antijenlerine karsi gelisen antikor yanitinin Behget hasta alt gruplar: ile
anlamli bir baglantis1 olmadig1 belirlenmistir.

Bu calisma ile ilk defa PINK1 ve SWAP70 antijenlerinin ELISA deneyleri Behget

hastalarinda gergeklestirilmistir.
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FORMLAR

GONULLU BILGILENDIRILMIS ONAY FORMU:

Sayi/Tarih:
Sayin Bay/Bayan..........cooviiiiiiii i

Caliymanmin Adi: PINK1 ve SWAP70 Genlerinin Klonlanmasiyla Elde Edilen Proteinlerin Behget

Hastalarinda ELISA Yontemi ile Taranmasi

Caliymanin amaci1 ve aciklamasi: Bu calisma Behget Hastaliginin sebeplerini ve muhtemel
tedavi yontemlerini arastrmak amaciyla yapilmaktadir. Calismanm gergeklesebilmesi i¢in 100
hasta materyaline ihtiya¢ vardir. Bu hastaligin nedenlerini arastirmak amaciyla kan Ornegi

bagislamaniz istenmektedir.

Liitfen asagidaki maddeleri dikkatle okuyunuz.

1- Sizden ve daha bir¢ok Behget hastas1 ve saglikli kontrollerden toplanacak olan kan drnekleri,
bu orneklerden elde edilecek serum, DNA ve RNA materyalleri, I.U. Deneysel Tip Arastirma
Enstitiisi Genetik Anabilim Dali laboratuarlarinda saklanacak ve bu konuda ¢aligma yapmak

isteyen bilim adamlarmin kullanimina kontrollii sekilde acik tutulacaktir.

2- Kan o6rnekleri alim anindan itibaren numaralandirilacak, size ait kisisel bilgiler sifre korumali

bir bilgisayarda saklanacak ve hi¢bir durumda 3. kisilerle paylasilmayacaktir.

3- Yapilacak bilimsel ¢alismalar genellikle ¢ok sayida ornekle yiiriitiilecek ve bu ¢aligmalardan
toplu sonuglar ¢ikacaktir. Bu nedenle, ¢alismanin kisa vadedeki sonuglarindan direkt olarak sizin
veya ailenizin diger bireylerinin yararlanmasi s6z konusu olmayabilir. Bununla beraber,
vereceginiz kan Ornekleri sayesinde, bu hastaligin tam olarak anlagilmasini, yeni tedavi ve tani

yontemlerinin gelistirilmesini saglayacak ¢aligmalarin yapilabilmesi miimkiin olacaktir.

4- Bagisladigmiz bu kan 6rneginin size maddi bir getirisi olmadig1 gibi sizden ya da sosyal

giivence kurumunuzdan hicbir ticret talep edilmeyecektir.
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5- Behget Hastalig1 konusunda yapilacak olan bilimsel ¢aligmalara katkida bulunmak amaciyla
kan vermenizin viicudunuz i¢in herhangi bir zararli atkisi yoktur ve kan vermek i¢in her zaman
almakta oldugunuz ilaglar1 kesmeniz ya da a¢ durmaniz gerekmemektedir. Kan alimi sonrasinda

damariniz lizerinde zedelenmeye bagl gegici bir kizariklik ya da morluk olusabilir.

6- Kan 6rnegi verip vermemek konusunda ve istediginiz anda bu c¢alismadan ¢ikmak konusunda
Ozgiirsiiniiz. Bu ¢aligsmalara katilmay1 ve kan vermeyi kabul etmeseniz de, bu merkezde ytiriitiilen

tedaviniz normal seyrinde devam edecektir.

7- Bu ¢alismada yukarida belirtilen analizlerden baska bir analiz yapilmak istenmesi halinde size

ulagilarak ayr1 bir onay alinacaktir.

8- Yiiriimekte olan calismalarm genel sonuglar1 hakkinda Prof. Dr. Ugur Ozbek’ten bilgi alabilir

ve bu doktora 0212 414 20 00°dan 33314 nolu i¢ hat telefon numarasindan ulasabilirsiniz.

Bir onceki sayfada “PINKI1 ve SWAP70 Genlerinin Klonlanmasiyla Elde Edilen Proteinlerin
Behget Hastalarinda ELISA Yontemi ile Taranmasi ©° bashkli ¢alisma ile ilgili, goniilliiye
verilmesi gereken bilgileri iceren metni okudum. Bunlar hakkinda bana yazili ve sozlii agiklamalar
yapildi. Bu kosullarda genetik/biyolojik incelemeler yapilmak iizere kendi rizamla, hi¢bir baski ve
zorlama olmaksizin kan vermeyi, dolayisiyla ad1 gegen bilimsel projeye destek olmayi kabul

ediyorum.

Gonilliiniin

Ad1-Soyadi Imzas1



Velayet veya vesayet altinda bulunanlar igin veli veya vasisinin:

Ad1-Soyadi Imzas1

Aciklamalar1 yapan/6rnegi alan arastirmacinin:

Ad1-Soyadi Imzas1

Riza alma islemine basindan sonuna kadar taniklik eden kurulus gorevlisinin:

Ad1-Soyadi Imzas1

Tarih: ..... [oviid oo,
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BEHCET HASTALIGI iCiN BILGILENDIRILMIiS ONAY FORMU
Tarih

Asagida  yazili  bilgileri  okudum. Behget  hastaliginin  genetigine/molekiiler

biyolojisine/immunolojisine yonelik arastrmalar i¢in kan vermeyi kendi rizamla kabul

ediyorum.
Hastanin Adi-Soyada: Imzas:
Ebeveynin Adi-Soyadi: Imzas:
Aileden sorumlu kisinin Adi-Soyadi: Imzas:
Ornegi alan arastrmacinin Adi-Soyadi: Imzas:

Calismanin kapsami:

1. Yapilmas1 planlanan genetik/molekiiler biyoloji/immunolojik incelemeler i¢in sizden oncelikle
10 x2 ml kan 6rnegi alinacaktir.

2. Alinan kan 6rneginden DNA/RNA/serum materyali izole edilerek saklanacaktir. Olusturulan bu
bankada kisi isimleri kullanilmayacak, 6rnekler numarali olarak korunacaktir.

3. Hastaliginiza neden oldugu diisiiniilen genlerde mutasyon, hastaliga spesifik fiizyon gen tespiti
ve polimorfizm taramasi yapilacaktir. Ayrica hastalifiniza neden oldugu diisiiniilen proteinlere ait
ekspresyon caligsmalar1 yapilacaktir.

4. Hastaliga neden olan yeni genlerin DNA/RNA 06rneginizde genetik haritalama c¢aligsmalari
yapilacaktir.

5. Arastirma kapsaminda yapilan ¢aligmalarin siiresi kesin degildir ve sonucunda tedaviye yonelik
bir cevap elde edilmeyebilir.

6. Arastirma sirasinda genetik/molekiiler biyoloji/immunolojik test sonuglarinin sizi ve ailenizi
psikolojik veya diger bir yonden etkileyecegini diislinmeniz durumunda, arastirmadan isteginiz
iizere ayrilabilirsiniz.

7. Elde edilen genetik bilgi sonuclar1 sifre korumali bir bilgisayar programinda korunacak olup,

sadece size ve hekiminize bildirilecek, ti¢lincii sahislara aktarilmayacaktir.
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ETIiK KURUL KARARI

iSTANBUL TIP FAKULTESI
YEREL ETiK KURUL TUTANAGI

Toplanti Tarihi : 26/11/2008
Toplanti Yeri  : Behget Kiitiphanesi Etik Kurul Toplanti Salonu
Toplanti Sayis1 : 11

Sorumlu arastiriciigini Universitemiz Deneysel Tip Arastirma Enstitust Genetik Anabilim
Dali Ogretim Uyesi Prof.Dr.Ugur OZBEK'in uistlendigi ve Yiiksek Lisans Ogrencisi Tibbi Biyolog
Elif UGUREL'in yuritecedi 2008/3002 protokol numarali "PINK1 ve SWAP70 genlerinin
klonlanmasiyla elde edilen proteinlerin behget hastalarinda ELISA yéntemi ile taranmasi” baglikh
tez galigmasi kurulumuzda incelendi etik yonden bir sakinca tagimadigi goruildd, Arastirma Fonu
tarafindan desteklenmek sarti ile uygulamaya konulabilecegine karar verildi.

Prof.Dr. Zafer ARl [
Etik Kurul Baskani ( Dekan¥rdimcisi) by

Prof.Dr. A.Yagiz URESIN (Katiimadi) Prof.Dr. Umit TURKOGLU |
Farmakoloji ve Kii.F. A.D - Biokimya A.D /]
Prof.Dr. Ahmet GUL Prof.Dr. Gigek BAYINDIR
I¢ Hast. A.D, Romatoloji 'mdahé"c Patoloji A.D., Noropatolojik B.D

Prof.Dr. Berrin UMMA Prof.Dr. ilgin ©ZDEN

Kardiyoloji A.D. Genel Cerrahi A.D.

Prof.Dr. Kamil PEMBECI Prof.Dr. Nese COLAK

Anesteziyoloji A.D. I Hast A.D. End. Ve Metabolizma Hast. B.D.
Prof.Dr. Seving EMRE Prof.Dr. Nurhan ENGINAR

Gocuk Sag. Ve Hast. A.D ) Farmakoloji ve Kli.F. A.D ) '

Prof.Dr. Nuran YILDIRIM (Katifmadi) Fatma Ceyda DONMEZER é ,267/7/}1(‘}2@/'
Deontoloji ve Tip Tarihi A.D. Sivil Toplum Orgiiti Uyesi

Prof.Dr. Oguzhan COBAN Av. Dilek TEMiZ 0ZBEK

Néroloji A.D.
Prof.Dr. Pinar SAIP

i.U. Onkoloji Enstitusu M

Hukukgu




OZGECMIS

Kisisel Bilgiler
Ad1 Elif Soyadi Ugurel
Dog.Yeri |Bursa Dog.Tar. 21.04.1983
Uyrugu T.C. TC Kim No (33637189404
Email elifugurel@yahoo.com Tel 537 8424129
Egitim Diizeyi

Mezun Oldugu Kurumun Adi Mez. Yih
Doktora
Yiik.Lis.
Lisans T1bbi Biyolojik Bilimler, Cerrahpasa Tip Fak., Ist. Uni. 2005
Lise Milli Piyango Anadolu Lisesi 2001

Is Deneyimi (Sondan gecmise dogru siralayim)

Gorevi Kurum Siire (Y1l - Yil)

1. -
2. -
3. -
Yabanci | Okudugunu . . |KPDS/UDS |(Diger)
Dilleri Anlama* Konugma® | Yazma Puam Puam
Ingilizce |Cok iyi Orta Iyi 63
*Cok iyi, 1yi, orta, zayif olarak degerlendirin

Sayisal Esit Agirhk Sozel
LES Puam
(Diger) Puam
Bilgisayar Bilgisi
Program Kullanma becerisi
Microsoft Office Iyi

Yayinlar/Tebligleri Sertifikalari/Odiilleri

Deney Hayvanlart Uygulama ve Etik Kursu Sertifikasi

Roche Diagnostics Light Cycler 480 Egitimi Sertifikasi
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1. Tibbi Biyolojik Bilimler Kongresi ve 4. Tibbi Biyolojik Bilimler C)grenci Sempozyumu Katilim
sertifikasi

7. Ulusal Prenatal Tani ve Tibbi Genetik Kongresi Katilim sertifikast
5. Ulusal Epilepsi Kongresi Katilim Sertifikast
10. Ulusal Tibbi Biyoloji ve Genetik Kongresi Katilim Sertifikasi

8. Ulusal Tibbi Genetik Kongresi Katilim Sertifikast

Ozel ilgi Alanlan (Hobileri): Miizik
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