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OZET

Duymaz Tozkir, J. (2008). KIR3DL1 Alellerinin Behget Hastaligt Patogenezindeki
Yeri. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Immiinoloji AD. Doktora Tezi.
Istanbul.

Behget hastaligi tekrarlayan oral ve genital iilserasyonlar, iiveit ve deri
lezyonlan ile karakterize kronik inflamatuar bir hastaliktir. Behget hastaliginin HLA-
B*51 ve zayif da olsa HLA-B*2702 ile iliskisi patogenezinde genetik faktorlerin rol
aldigin1 gostermektedir. HLA-B*51 ve B*2702 alelleri ortak olarak Bw4 motifi
tasimaktadir ve dogal katil hiicrelerin immiinoglobulin benzeri reseptorlerinden (KIR)
3DLI ile baglanma boélgeleri aynidir. Bu calismada KIR3DL1/DS1 genine ait farkli
alellerin dagilim1 ve bunlarin HLA-Bw4 ile birlikteliginin Behget hastalig1 patogenezine
katkis1 aragtirilmagtir.

Calisma grubu 241 Behget hastas1 (BH), 235 saglikli kontrolden (SK)
olusmaktadir. Once KIR3DL1/DS1 gen icerigine, sonra KIR3DL1*001, *002, *01502,
*004, *005, *006, *007,*008 ve KIR3DS1*013 alellerine polimeraz zincir reaksiyonu-
diziye 6zgii primerler kullanilarak bakilmistir. Gruplar arasindaki karsilastirmalarda x2
testi kullanilmuastir.

KIR3DL1/DS1 gen igeriginin incelendigi ilk asamada HLA-Bw4 tasiyan BH ve
SK karsilastirildiginda, KIR3DL1/DL1 genotipi Behget hastaligi goriilme riskini 1,7 kat
arttirmaktadir (95% CI 1.1-2.6, P = 0.013). HLA-B*51 negatif alt grupta da
KIR3DL1/DL1 genotipi BH da anlamli olarak artmis bulunmustur (68.1% vs. 54.5%, P
=0,03; OR = 1.8, 95%CI 1.1-3.0). Ikinci asamada KIR3DL1/DS1 geninin *001, *002,
*01502, *004, *005, *006, *007, *008, *013 alellerinin dagilim1 belirlenmistir. Tiim
calisma grubu degerlendirildiginde BH’da KIR3DL1*001 alellinin sikligr yiiksek
(BH:%51,2 ve SK:%39.8; OR = 1,58; %95 GA 1-2,32. P = 0,018), KIR3DS1*013
alelinin siklig1 da anlamhi olarak diisiik bulunmustur (BH:%34 ve SK:%46.3; OR =
0.59; %95 GA 04-0.88, P = 0.009). HLA-Bw4 tasiyan BH ve SK’ler
kargilastirildiginda da, BH’da KIR3DL1*001 aleli artmig, KIR3DS1*013 alelli azalmig
oranda bulunmustur. HLA-Bw4 motifi tasiyan ama B*51 negatif olan alt grup
analizinde de, aymi sekilde BH’da KIR3DL1*001 alelinin siklig1 anlamli olarak yiiksek
(BH:%64.6 ve SK:%32.1; OR = 3.8; %95 GA 1.8-8.1, P < 0.0001), KIR3DS1*013
alelinin siklig1 ise anlamh olarak daha diisiik bulunmustur (BH:%25 ve SK:%60.5; OR
=0.2; %95 GA 0.09-0.48, P < 0.0001).

Behcet hastalarinda KIR3DL1*001 alelinin artmis olmasi, KIR3DS1*013
alelinin azalmis olmasi, Bw4 epitopu ile KIR3DL1/DS1 etkilesiminin Behcget hastalig
patogenezinde rolii oldugunu diisiindiirmektedir. KIR3DL1/DS1 alelleri hiicre
yiizeyinde farkli diizeylerde eksprese olmakta ve farkli inhibisyon kapasitesi
gostermektedir. Bu baglamda HLA-KIR etkilesimi Behget Hastaliginin gelisimine
katkida bulunabilir.

Anahtar Kelimeler: Behcet Hastaligi, genetik yatkinlik, HLA-Bw4, KIR3DLI,
KIR3DSI.

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: T752.
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ABSTRACT

Duymaz-Tozkir, J. (2008). Distribution of Killer Immunoglobulin-like Receptor 3DL1
Alelles in Behget’s Disease. Istanbul University, Institute of Health Science,
Department of Immunology. PhD Thesis. Istanbul.

Behcet’s Disease (BD) is a systemic inflammatory disorder mainly characterised
by recurrent attacks of oral and genital ulcerations, skin lesions, uveitis. The
etiopathogenesis of BD is unknown. The pathogenic significance of the strong
association with HLA-B*51 and weak relation with B*2702 has yet to be identified.
HLA-B*51 and B*2702 shared the Bw4 epitope that can bind to a group of highly
polymorphic receptors expressed on natural killer (NK) cells, which are known as killer
immunoglobulin-like receptors 3DL1 (KIR). We aimed to analyse the role of
KIR3DL1/DS1 alelles and their existence with the respective HLA-B ligands, namely
alleles with Bw4 motif in the pathogenesis of BD.

A group of 241 patients with BD and 235 healthy controls compromised the
study group. All individuals were genotyped for the KIR3DL1/DS1 gene content.
Thereafter KIR3DL1*001, *002, *01502, *004, *005, *007, *008 and KIR3DS1*013
alleles were determined by PCR- sequence specific primers. Frequencies and the
existence of 3DL1/S1 alleles with their respective ligands HLA-Bw4 or -B*51 have
been compared by using chi-square test.

In the gene content assessment, ligand positive individuals, homozygous 3DL1
genotype was associated with 1.7-times increased the risk for BD (95% CI 1.1-2.6, P =
0.013). In the comparison of BD patients and controls according to their HLA-B51
status, a significant increase of 3DL1/3DL1 genotype (68.1% vs. 54.5%, P =0,03; OR =
1.8, 95%CI 1.1-3.0) was detected in B51-negative patients compared to BS1-negative
controls. The overall group comparison of KIR3DL1/DS1 alleles, KIR3DL1*001 allele
was significantly increased (51.2% vs. 39.8%, OR: 1.58, 95% CI: 1-2.32, p= 0.018),
whereas KIR3DS1*013 allele was significantly less frequent in BD patients compared
to controls (34% vs. 46.3% OR: 0.59, 95% CI: 0.4-0.88, p= 0.009). Among the Bw4
carrying groups, the increase of KIR3DL1*001 and decrease of KIR3DS1*013 allele
frequencies were more prominent in HLA-B51 negative patients (64.6% vs. 32.1%, OR:
3.8, 95%CI: 1.8-8.1, p<0.0001 for KIR3DL1*001 and 25% vs. 60.5%, OR: 0.2, 95%ClI:
0.09-0.48 p<0.0001 for KIR3DS1*013).

Selective increase of KIR3DL1*001 and decrease of KIR3DS1*013 allele
frequencies in BD suggest that interaction of Bw4 epitopes with KIR3DL1/S1
molecules may have a role in the pathogenesis of BD. As the KIR3DL1/S1 alleles
exihibit different expression levels and different inhibitory capacities, this association
may suggest that a HLA-KIR interaction may have a functional significance in the
development of BD.

Key Words: Behget Disease, genetic susceptibility, HLA-Bw4, KIR3DL1, KIR3DS1.

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University (Project
No. T752).
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1. GIRIS VE AMAC

Behcet hastaligi tekrarlayan oral aftlar, genital iilserler, iiveit ve deri lezyonlan ile
karakterize olan inflamatuar bir hastaliktir. Behcet hastaligi deri-mukoza ve gozler
disinda eklemleri, merkezi sinir sistemini, gastrointestinal sistemi, akcigerleri, her ¢esit
ve biiyiikliikteki damarlar1 da etkileyebilen sistemik bir vaskiilit olarak kabul
edilmektedir. Behget hastaliginin nedeni bilinmemektedir. Bununla beraber genetik
olarak yatkinligi olan kisilerde c¢esitli mikroorganizmalarla veya diger cevresel
faktorlerle tetiklenen immiinolojik bozukluklarin patogenezdeki roliiniin 6nemli oldugu
diisiiniilmektedir. Behcet hastaliginin insan 16kosit antijeni (HLA)-B*51 ile iliskisi
patogenezde genetik faktorlerin rol aldigim gosteren en giiclii bulgudur. HLA-B*51’in
Behget hastaligr gelisimine nasil katkida bulundugu halen tam olarak bilinmemektedir.
HLA-B*51 ile hastalik arasindaki iligkinin, HLA-B*51 molekiiliiniin patogenezde
dogrudan gorev alabilecegine isaret edebilecegi gibi, HLA-B lokusuna yakin bir bagka
hastalik-yatkinlik geni ile baglanti dengesizligine de bagli olabilecegi diisiiniilmiistiir
(Giil A, 2001). HLA-B*51 disindaki HLA-B alellerinin Behget hastalig1 ile iliskisine
bakildiginda, HLA-B*2702 aleli ile Behcet hastalig1 arasinda zayif bir iliski oldugu
goriilmiistiir. Yapilan goreceli yatkinlik etkileri (relative predispositional effects - RPE)
analizinde, B*51 alelleri hasta ve saglikli kontrollerden ¢ikartildiktan sonra kalan HLA-
B alelleri ile tekrarlanan incelemede B*2702 aleli ile Behget hastaligi arasindaki zayif
bir iligki  gosterilebilmistir. HLA-B*51 ve B*2702 alellerinin dizileri
karsilastirlldiginda, 77-83. pozisyonlardaki amino asitler arasina denk gelen Bw4
motifinin ortak oldugu goriilmiistiir. Bu ortak dizinin 6zellikle dogal oldiiriicii (NK,
Natural Killer) hiicreler iizerinde bulunan dogal Oldiiriicli hiicre immiinoglobiilin
benzeri reseptorlerden (KIR, Killer Ig-like Receptor) KIR3DL1’i bagladiginin
bilinmesi dikkat ¢ekici bulunmustur (Giil A, 2002).

KIR reseptorleri, NK hiicreleri, CD4" af3, CD8" off ve Y8 T hiicreleri gibi
lenfoid hiicre alt gruplarinda bulunan diizenleyici molekiiller grubunun bir tiyesidir. Son
yillarda yapilan calismalarda KIR gen lokusunda ¢ok sayida poligenik ve multi-alelik
polimorfizm oldugu saptanmistir. KIR genlerinin hiicreler iizerinde klonal olarak

ekspresse olmasi sistemin karmagikligina ilave katki saglamaktadir (Vivier ve Anfossi,

2004).



KIR3DL1, HLA-Bw4 alelleri igin 0zgiil bir inhibitér reseptor olarak
tanimlanmistir (Gumperz ve ark, 1995). KIR3DLI1 genine ait ¢ok sayida alel
belirlenmistir (Gardiner ve ark, 2001). Genetik ve protein dizilimi agisindan KIR3DSI,
KIR3DL1’in kisa sitoplazmik kuyruklu allotipidir ve KIR3DS1, KIR3DL1’in aleli
olarak kabul edilmektedir (Uhrberg ve ark, 1997; Wilson ve ark 2000; Gardiner ve ark
2001). KIR3DS!I’in ligand1 kesin olarak bilinmemektedir. Hiicre dis1 yapisindaki
benzerlikten otiirii HLA-Bw4 motifini baglayabilecegi one siiriilmektedir (Martin, Gao
ve ark, 2002; Martin, Nelson ve ark, 2002).

KIR molekiillerinin degisik toplumlardaki dagilim farkliliklari, belirli
hastaliklarla fonksiyonel iliskisine bagl olabilir. Insan immiin yetmezlik virusii (HIV)
ile infekte hastalarda yapilan bir ¢alismada, KIR3DS1 ve HLA-Bw4 genotipi tasiyan
hastalarda klinik bulgularda edinsel bagisiklik yetersizligi sendromuna progresyonun,
bu KIR-HLA birlikteligini tagimayan hastalara gore, daha yavas oldugunu gosterilmistir
(Martin, Gao ve ark, 2002).

Bu tez caligmasinda KIR3DL1/DS1 geni ile Behget hastaligi arasindaki iliskinin
KIR3DL1/DS1 alelleri diizeyinde bulundugu ve belirli fonksiyonel o6zelligi olan
alellerle iliskiye bagh olarak hastalik patogenezine katkida bulundugu hipotezi
smnanmaktadir. Bu amagla 6nce KIR3DL1/DS1 gen iceriginin Behget hastalar1 ve
saglikli kontrollerdeki dagilimi belirlenmis, HLA-Bw4 tasiyan alt grupta yapilan
incelemede hem tiim grupta, hem HLA-B*51 negatif Behget hastalarinda KIR3DL1 /
KIR3DL1 genotipi, saglikli kontrollerden daha fazla bulunmustur. KIR3DL1/DS1
geninin incelenen ¢ok sayida popiilasyonda daha sik rastlanan KIR3DL1*001, *002,
*(1502, *004, *005, *006, *007, *008 (Valiante ve ark. 1995; Gardiner ve ark. 2001)
ve KIR3DS1*013 (Uhrberg ve ark. 1997) alellerinin Behget hastalar1 ve saglikli
kontrollerdeki dagilimi polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)- diziye 6zgii primer (SSP)
kullanilarak belirlenmistir.

KIR3DL1/DS1 genine ait bugiine kadar tanimlanan alellerin bazi fonksiyonel
farkliliklar1 oldugu gosterilmistir (Gardiner, 2001; Yawata, 2006). Bu nedenle
KIR3DL1/DS1 alellerinin tanimlanmasi, Behget hastaligi ile KIR3DL1/DS1 arasindaki

iliskinin fonksiyonel 6nemini tanimlamada biiyiik yararlar saglayabilir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Behcet Hastahg

Behget hastalig1 tekrarlayan oral aftlar, genital iilserler, tiveit ve deri lezyonlar
ile karakterize olan inflamatuar bir hastaliktir. Behcet hastaligi deri-mukoza ve gozler
disinda eklemleri, merkezi sinir sistemini, gastrointestinal sistemi, akcigerleri, her ¢esit
ve biiyiikliikteki damarlar1 da etkileyebilen sistemik bir vaskiilit olarak kabul
edilmektedir (Giil 2001).

Behget Hastaligi Prof. Dr. Hulusi Behget tarafindan 1937 yilinda, tekrarlayan
oral ve genital lilserasyonlar ile hipopiyonlu iiveitten olusan iicli semptom kompleksi
olarak tanimlanmistir (Behget 1937). Ancak hastaligin tarih¢esi Hipokrat’a kadar
uzanmaktadir. Hipokrat M.O. 450’deki yazilarinda Behget hastaligia benzer klinik
bulgular1 olan olgular bildirmistir. Hastaligin farkli bulgular1 bagka yazarlar tarafindan
da gozlenmigse de, bu bulgular genellikle tiiberkiiloz, sifiliz, sepsis, allerji, stafilokok
infeksiyonlar1 gibi baska hastaliklara bagli olarak yorumlanmustir. Ik kez Prof. Dr.
Hulusi Behget bu bulgularin tek bir hastaliga bagl olabilecegini bildirmistir (Dilsen
1997). Yaptig1 patolojik, anatomik ve mikrobiyolojik calismalarla, daha cok viral
etiyoloji tizerinde durmustur (Behget 1940).

Behget hastaligi, akut alevlenme ve iyilesme donemleri ile kronik seyir gosteren,
inflamatuar bir hastaliktir. Kadinlarda ve erkeklerde yaklasik olarak esit oranda
goriilmektedir. Hastalik siklikla 20-30 yaslar1 arasinda baslamaktadir. Hastaligin geng
erkeklerde daha agir seyrettigi ve ciddi organ lezyonlarinin erkeklerde daha sik
gozlendigi bildirilmistir (Yazic1 ve ark. 1984). Oral aftoz iilserler hastaligin baslangic
bulgusu olarak tanimlanmaktadir. Okiiler lezyonlar, genital {ilserasyonlar, deri
lezyonlar1 (6zellikle eritema nodosum), artropati, norolojik belirtiler ve damar
tutulumlar hastaligin diger bulgulan olarak siralanabilir. Hastaligin mortalitesi % O -
6,3 arasinda degismektedir. Merkezi sinir sistemi tutulumu, akciger tutulumu ve biiyiik
damar tutulumlan baslica mortalite nedenleridir (Kural-Seyahi ve ark. 2003). Behcet
hastaliginin  tedavi secenekleri hastanin klinik bulgularmma gore degiskenlik

gostermektedir (Giil, 2007).



2.1.1. Behcet Hastaliginin Epidemiyolojisi

Behget hastaliginin goriilme sikligi Orta Dogu ve Akdeniz’e komsu iilkelerden
Japonya’ya kadar 30° ile 45° kuzey enlemleri arasinda kalan iilkelerde daha fazladir. Bu
bolge tarihi Ipek Yolu'na denk diistiigii icin Ipek Yolu Hastaligi olarak da anilmaktadir
(Verity ve ark. 1999). Mitokondriyal DNA calismalari, Ipek Yolu'nda seyahat eden
Dogu Asyalilar ve Avrupalilar arasinda gen aligverisinin oldugunu gostermektedir.
Behget hastaligina yatkinlik genlerinin de, bu yol iizerinde ticaret yapan veya goc¢ eden
kavimlerle yayilmis olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica, bu bolgede yasayan saglikli
bireylerde HLA-B*51 pozitifliginin, diger cografi bolgelerden daha yiiksek olmasi da
artmis prevalansa katkida bulunabilir (Giil 2001).

Ulkemizde Behget hastalig: prevalanst 8 - 42/10 000 olarak bildirilmistir
(Azizlerli ve ark. 2003). Japonya’da bu oran yaklasik olarak 7 - 13/100 000’dir. Kuzey
Avrupa iilkelerinde ve Amerika’da bu siklik 1/100 000 altina inmektedir (Yurdakul
1997). Benzer etnik kokenli, fakat farkli enlem ve boylamlardaki yerlesim yerlerinde
yasayan popiilasyonlarda Behget hastaligi prevalansinin degistigi gosterilmistir. Farkli
bolgelerde yasayan Tiirk popiilasyonlarindaki Behget hastali§i prevalansi arasinda
yaklagik 18 kat fark oldugu bildirilmistir. Kuzeydogu Anadolu Bolgesinde Behget
Hastaligr prevalansi 370/100 000 olarak bildirilirken, Berlin-Almanya’da yasayan
Tiirkler arasinda yapilan caligmada Behget hastaligi prevalansi 21/100 000 olarak
bildirilmistir (Zouboulis 2003). Japonya’da Hokkaido bolgesindeki Japonlar ile
Amerika-Hawai’deki Japonlar arasinda hastalifin goriillme sikligr yaklagik 30 kat
farklidir. Dogu ile Bat1 bolgeleri arasinda saptanan bu farklar, hastaligin baslamasinda
ya da gelisiminde, ¢evresel bir faktoriin veya faktorlerin onemli olabilecegine isaret

etmektedir (Zouboulis 2003).

2.1.2. Behcet Hastaliginun Etiyopatogenezi

Behcet hastaliginin nedeni bilinmemektedir. Bununla beraber genetik olarak
yatkinligi olan kisilerde cesitli mikroorganizmalarla veya diger cevresel faktorlerle
tetiklenen immiinolojik bozukluklarin patogenezdeki roliiniin 6nemli oldugu
diistiniilmektedir.

Genetik ve cevresel faktorlerin etkilesmesi sonucunda cesitli immiinolojik
bozukluklar meydana gelmektedir. Bu bozukluklar polimorfoniikleer ve mononiikleer

hiicrelerde gozlenen cesitli fenotipik ve fonksiyonel bulgulart icermektedir (Giil 2001).



Cesitli dokulardan alinan Orneklerde yapilan histo-patolojik c¢alismalarda, mikst
(kangik) karakterde bir hiicre infiltrasyonu tammlanmistir. Farkli lezyonlarda farkli
hiicrelerin rol oynayabildigi ve ayrica lezyonlarin siiresinin (yasinin) hiicre tipi ile
iligkili olabilecegi sOylenmektedir. Yapilan incelemelerde hastalia 06zgii kabul
edilebilecek histopatolojik bulgular tanimlanamamistir (Akoglu 1997). Behget
hastalarinda notrofil kemotaksisinin (Chajek-Shaul ve ark. 1987) ve fonksiyonel
aktivitesinin (Pronai ve ark. 1991) de arttig1 gosterilmistir.

Behget hastaliginin patogenezinde, hiicresel immiin cevaptaki degisiklikler
onemli yer tutmaktadir. Yadimct T hiicre-1 (Thl) sitokinlerin salimminda artis ve
hiimoral immiin cevapta fonksiyon bozukluklar1 bildirilmistir. Genetik yatkinlig1 olan
bireylerde, Herpes simplex virisii (HSV) (Eglin ve ark. 1982) veya Streptococcus
sanguis (Lehner ve ark. 1991) basta olmak {iizere cesitli streptekok suslarinin, hastalik
bulgularinin ortaya ¢ikmasina neden olabilecegi diisiiniilmektedir. insan mitokondriyal
151 soku proteini (heat shock protein - HSP) ile Behget hastaliginda rolii oldugu iddia
edilen mikrobiyal ajanlarin (HSV-1, mikobakteri ve streptokok gibi) HSP’leri arasinda
benzerlik gosterilmistir. HSP, hiicrelerin degisik stresler karsisinda {irettikleri ve
hiicrenin korunmasim saglayan yapilardir. Mikrobiyal HSP’lerin belirli epitoplarinin
Behcet hastalifinda 6zgiil immiin yanit olusturdugu gosterilmistir (Pervin ve ark. 1993;
Direskeneli 2001). Behget hastalarinda mikobakteri 65 kD HSP peptidlerine karsi
immiinoglobiilin (Ig)-A ve IgG simifi antikorlarin serum seviyeleri, kontrollerden
anlamli derecede yiiksek bulunmustur (Lehner ve ark. 1991). Norolojik tutulumu olan
Behget hastalarinda, beyin-omurilik sivisinda anti HSP IgG antikor indeksinin de artmis
oldugu saptanmistir (Tasci ve ark. 1998).

Behget hastaliginin énemli bir 6zelligi inflamatuar yanittaki nonspesifik artistir.
Behget hastalarinin  serumlarindaki sitokin diizeyleri hastaligin aktif ve inaktif
donemlerinde farkliliklar gosterir (Gul 2003). Inaktif Behget hastalarinin serumlarindaki
interferon-gama (IFN-y) diizeyleri artmis olarak bulunmus, ancak hastaligin alevlenme
déneminde azalmig olarak saptanmistir (Fujii ve ark. 1983). Mege ve arkadaslar (1993)
aktif Behget hastalarinin monositlerinden spontan salinan tiimér nekroz faktor-alfa
(TNF-a), interlokin (IL)-6 ve IL-8’i artmis olarak bulmustur. Ayn1 ¢alismada in vitro
lipopolisakkarit ile uyarilan monosit kiiltiirlerinde TNF-a., IL-1, IL-6, IL-8 hem inaktif
hem aktif Behget hastalarinda yiiksek bulunmustur. Aktif Behget hastalarinin IL-2

iireten CD4+ hiicreleri artmig olarak saptanmistir (Sugi-Ikai ve ark. 1998). Fakat Behcet



hastalarinin  konkanavalin-A ile uyarilmis T hiicrelerinin eksojen IL-2’ye karsi
proliferatif cevabi, saglikli kontrollere gore azalmis olarak saptanmistir. Behget
hastalarinin makrofajlarindan salinan baskilayic1 maddeler, T hiicrelerinde goriilen bu
zayif cevabin sebebi olarak diistintilmiistir (Sakane ve ark. 1986). Ayrica aktif
hastalarda yiiksek afiniteli IL-2 reseptorlerinin (IL-2R) ekspresyonunun azaldigi
gosterilmistir. Dolasan IL-2R konsantrasyonunun ise hem remisyondaki hem de
alevlenme donemindeki Behget hastalarinda saglikli kontrollerden yiiksek oldugu
goriilmiistir (Hamzaoui ve Ayed 1990a). Anti-CD3 ile uyarilmis periferik kan
monositlerinden in vitro kiiltiir ortamina salinan IL-10 diizeyi Behget hastalarinda
artmis olarak bulunmus (Raziuddin ve ark. 1998), Ancak serum IL-10 diizeyleri

romatoid artrit ve saglikli kontrollerden farkli bulunmamistir (Mantas ve ark. 1999).

Behget hastaliginda hem alfa-beta (o) hem de gama-delta (Yd) T hiicrelerinin
fenotipik ve fonksiyonel o6zelliklerinde bozukluk bildirilmistir. Hiicre i¢i sitokin
ekspresyon paternleri ve baskin olarak Thl hiicrelerde goriilen niikleer transkripsiyon
faktorii olan T-bet ekspresyonu Thl polarizasyonunun varligina isaret etmektedir (Li ve
ark. 2003). Behget hastalarinda gosterilen oligoklonal T hiicre artis1 ile klinik aktivite
arasindaki iligki, antijenle uyarilan immun cevabin patogeneze énemli katkis1 oldugunu
diisiindiirmektedir. Bununla birlikte Behget hastalarindaki artmis T hiicre cevabinin
belirli antijenler ile sinirlh olmamasi baska nedenlerin sinyal gecislerini etkiledigini
gostermektedir (Direskeneli 1999). Dolasan kandaki T hiicrelerinin sayisina dair yapilan
caligmalarda cesitli sonuclar bildirilmistir. Esin ve arkadaslart (1997) Behcet
hastalarinda CD4" T hiicrelerini artmis olarak bildirmistir. Y8 T hiicreleri, 6zellikle
CD8" 8T hiicreleri de saghikli kontrollere gore Behget hastalarinda yiiksek
bulunmustur (Freysdottir ve ark. 1999). Antijene 0zgiil IFN-y salinimi yapan bu
hiicrelerin major doku uyumlulugu kompleksi (MHC) sif I zinciri ile baglantili gen A
(MICA) molekiilleri ile baglanabilecegi ileri siiriilmektedir (Nishida ve ark. 2003).
Behcet hastalarinda NK hiicrelerinin de sayica arttig1 bildirilmis, ancak bu hiicrelerin
sitotoksik aktivitelerinin diisiik oldugu gézlenmistir (Hamzaoui ve ark. 1990b; Kaneko
ve ark. 1985). Baska bir calismada da sadece CD4" CD56" ve CD4" CD16" T hiicre alt
gruplarimin sayisinin arttigi, NK hiicrelerinin sayisinin saglikli kontrollere gore ayni

kaldig gosterilmistir (Eksioglu-Demiralp 1999).



2.1.3. Behcet Hastaliginda Genetik Faktorler

Genetik faktorlerin patogeneze katkisini gosteren bulgulardan ilkini Behcet
hastaliginin cografi dagilimi olusturmaktadir. Behget hastalar1 arasinda c¢ok sik
olmamakla birlikte ailevi vakalarin gdzlenmesi, hastaligin patogenezindeki genetik
faktorleri diisiindiiren bir diger bulgudur. Behget hastaligi Mendel kurallari ile kalitimi
olan genetik bir hastalik degildir. Hastalarin ¢ogu aile Oykiisii olmayan sporadik
vakalardan olusmaktadir (Giil 2001). Bununla birlikte Behcet hastaliginin ailevi
birikimi uzun zamandir bilinmektedir ve birinci derece akrabalar arasinda risk artisi
oldugu gosterilmistir. Ulkemizdeki hastalarin %8-18’inin aile ykiisiinde baska Behcet
hastalarimin  oldugu saptanmistir. Hastalarin kardesleri arasinda Behget hastaligi
goriilme orant %4,2 olarak bulunmustur. Behget hastalifinin toplumumuzdaki
prevalanst ile karsilastirlldiginda kardeslerde hastalik goriilme risk orani (As) 11,4 - 52,5
olarak bulunmustur (Giil ve ark. 2000). Bu deger genetik faktorlerin katkisinin 6nemli

oldugunu gostermektedir.

Behcet hastaliginin HLA-B*51 ile iliskisi patogenezde genetik faktorlerin rol
aldigin1 gosteren en giiclii bulgudur. HLA-B*51°in Behget hastaligi gelisimindeki rolii
halen tam olarak bilinmemektedir. HLA-B*51 dogrudan patogeneze katkida
bulunabilecegi gibi, HLA-B lokusuna komsu bir yatkinlik geni ile baglanti
dengesizligini gosteriyor olabilir (Giil 2001). HLA-B lokusuna komsu diger genomik
segmentlerin arastirilmasi, MICA’nin Behget hastaligl ile gii¢li iligkisini agiga
cikarmistir. HLA-B’ye 46-kb sentromerik bolgede yer alan MICA geninin MICA*009
alelinin, Behcet hastaligi riskini artirdig1 gosterilmistir. (Mizuki ve ark. 1999). Behget
hastalig ile gii¢lii genetik iliskinin HLA-B*51 ile oldugu gosterilmis, MICA dahil diger
tim iliskiler HLA-B*51’in baglanti dengesizligi ile agiklanmistir (Giil , Hajeer,
Worthington, Barret ve ark. 2001). Baglant1 dengesizligi, MHC bolgesi icinde de ¢ok
genis mesafelere erisebilir. HLA-B*51 haplotipi iizerindeki MICA ya da diger komsu
genlerin, genetik yatkinliga bireysel katkilarini1 degerlendirmek olduk¢a zordur (Giil,
Hajeer, Worthington, Ollier ve ark. 2001). HLA-B*51 disindaki HLA-B alellerinin
Behcet hastalign ile iliskisine bakildiginda, HLA-B*2702 aleli sikliginin Behcet
hastalarinda artmis oldugu goriilmiistiir. Yapilan goreceli yatkinlik etkileri (relative
predispositional effects - RPE) analizinde, B*51 alelleri hasta ve saglikli kontrollerden
cikartildiktan sonra kalan HLA-B alelleri ile tekrarlanan incelemede B*2702 aleli ile

Behget hastalig1 arasinda zayif bir iliski oldugu gosterilmistir. HLA-B*51 ve B*2702



alellerinin dizileri karsilastirildiginda, 77-83. pozisyonlardaki amino asitler arasindaki
Bw4 motifinin aym oldugu goriilmiistiir. Bu ortak dizinin 6zellikle NK hiicreleri
tizerinde bulunan KIR molekiillerinden KIR3DL1’i baglama o6zelligi tasimasi

fonksiyonel 6nem tasiyabilir (Giil 2002).

2.2. KIR Molekiilleri

KIR, lenfoid hiicrelerin alt gruplarinda bulunan diizenleyici molekiiller grubunun
bir liyesidir. Bu reseptorlerin rolii ilk olarak NK hiicrelerinin sitolitik etkilerini spesifik
olarak gostermesinde tanmimlanmistir (Moretta ve ark. 1990). Bu nedenle NK hiicre
inhibe edici reseptorler (Killer Inhibition Receptors) olarak adlandirilmig, ancak
reseptorlerin fonksiyonlart ve yapisi daha ayrintili tanimlandiginda NK hiicre Ig benzeri
reseptor (KIR - Killer Immunoglobulin like Receptor) olarak isimlendirilmistir. Daha
sonra sadece NK hiicrelerinde degil, CD4" o, CD8" o, ve yd T hiicrelerine ait alt
gruplarda da eksprese oldugu gosterilmistir (Vivier ve Anfossi 2004).

KIR ailesi iiyeleri HLA-A, -B, -C alellerinin taninmasinda aracilik ederler. Bu
reseptorlerin kesfi HLA simif I molekiillerinin fonksiyonlar1 hakkinda ilave bilgiler
saglamistir. KIR izotipleri ile HLA alellerinin etkilesimi, IFNYy, TNF-o gibi sitokinlerin
salgilanmasini, sitotoksik aktivitenin durdurulmasi veya baslatilmas1 gibi efektor
fonksiyonlarm diizenlenmesini saglamaktadir. Inhibe edici KIR izotipleri ile ligandi
olan HLA Simif I molekiillerinin etkilesimi, saglikli hiicreleri NK hiicre aracili spontan
sitolitik aktiviteden korumaktadir. Diger bazi KIR izotiplerinin de NK hiicrelerinin
sitotoksik aktivitesini artirdigr gosterilmistir. Boylece KIR genleri immiin cevabin

kontroliinde olduk¢a 6nemli bir rol oynamaktadir (Parham 2005).

2.2.1. KIR Molekiillerinin isimlendirilmesi ve Genel Ozellikleri
Gen bankasinda KIR ailesine ait yiizden fazla mRNA ve DNA dizisi bulunmaktadir. Bu
genlerin isimlendirilmesinde daha c¢ok protein yapilarina gore yapilan isimlendirme
sistemi kullamlmaktadir. KIR proteinleri ii¢ kriter géz oniine alinarak simiflandirilir:
Hiicre disindaki Ig ilmekleri, sitoplazmik kuyruk uzunlugu ve dizi benzerligi.

KIR molekiilleri hiicre disinda 2 veya 3 ilmegi (D) bulunan tip I membran
proteinleridir ve amino ucu hiicre disinda yer alir. Yani bu reseptorler hiicre disi

ilmeklerine gore 2D veya 3D olarak ikiye ayrilmaktadir. Hiicre disi1 ilmeklerinden



bagimsiz olarak, hiicre icerisindeki sinyal ileti boliimleri uzun (L) veya kisa (S)
olabilmektedir.

Hiicre ici sinyal ileti kuyrugu uzun (L) olan reseptorlerin iizerinde bir veya iki
tane “Immiinoreseptor tirozin bazli inhibisyon motifi (ITIM)” bulunmaktadir ve bu
nedenle inhibitor etki gosterirler. ITIM dizisi (V/IxYxxL/V) icindeki tirozin
fosforillendiginde hiicre icindeki SHP-1 fosfataz aktiflenir ve inhibisyon sinyalinin

iletilmesi saglanir.

Hiicre i¢i uzantis1 kisa (S) olan KIR molekiilleri hiicreye dolayli yoldan
aktivasyon sinyalleri iletir. Aktivasyon sinyali adaptor protein(ler) iizerindeki
“immiinoreseptoriin tirozin bazlh aktivasyon motifi ITAM)” araciligl ile iletilmektedir.
Aktive edici KIR’lar adaptor protein olarak hiicre zarina bagli homodimerik DNAX
aktive edici protein 12 kDa (DAP12, DNAX activating protein of 12 kDa) molekiiliinii
kullanir. DAP12 — KIR etkilesimi, KIR molekiiliiniin hiicre zar1 ile temas bolgesindeki
(transmembran bolge — TM) pozitif yiiklii amino asit (a.a.) sayesinde olmaktadir.
Kovalan olmayan baglar aracilig1 ile baglanan DAP12, iizerindeki ITAM sayesinde Syk
tirozin kinazlar ve zeta ({) eslik¢i 70kD protein (ZAP70) sinyal yollarini aktive eder ve
hiicrenin sitolitik aktivitesi artar. Hiicre yiizeyinde inhibitor ve aktivator KIR
molekiilleri birlikte eksprese olmaktadir. Her iki reseptoriin de sinyal aldigi durumlarda
inhibitor sinyallerin aktive edici sinyallere baskin oldugu goriilmiistiir (Vilches ve

Parham 2002; Natarajan ve ark. 2002).
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Tablo 2-1: KIR molekiillerinin yapisal 6zellikleri ve bilinen ligandlari - Vilches ve Parham
(2002)’den degistirilerek.

™ Hiicre ici
kisimdaki amino asit
Hiicre dis1 yiiklii ve ITIM Bilinen

KIR Ig ilmegi amino asit dizisi sayis1 | ligandi
3DLI D0-DI-D2 |- 84;2 HLA-Bw4
3DL2 D0-DI-D2 |- 95;2 HLA-A3
3DL3 DO-DI-D2 |- 95; 2 ?
3DS1 D0-D1-D2 | Lys 22,27;0 ?
2DL1 D1-D2 - 84;2 HLA-C™*%
2DL2,3 D1-D2 - 84,76; 2 HLA-C*"
2DS1 DI1-D2 Lys 39; 0 HLA-C™%
2DS2 D1-D2 Lys 39; 0 HLA-C™™
2DS3,5 D1-D2 Lys 39; 0 ?
2DS4 DI1-D2 Lys 39; 0 HLA-C ?
2DLA4 DO0-D2 Arg 115;1/11,0 | HLA-G
2DL5 D0-D2 - 115;2 ?

KIR genleri degisik sekillerde cesitlilik gosterebilmektedir. Birbirleri ile
homoloji gosteren bu genlerin dizileri arasindaki fark %2’den fazla oldugunda,
molekiiller numara serileri ile birbirinden ayrilmaktadir. Bu ozelliklere gore KIR
proteinleri 13 grupta siniflandirilmaktadir: KIR2DL 1-5, KIR2DS 1-5, KIR3DL 1-2 ve
KIR3DS1 (Tablo 2-1). Bu ozelliklere gore yapilan isimlendirmeye 6rnek Sekil 2-1°de
verilmistir. Aradaki farkin %2’den az oldugu dizilere ait molekiiller birbirinin aleli
olarak tanimlanmaktadir (Vilches ve Parham 2002). Alellerin kodlanan protein dizileri
arasinda fark vardir. Aleller birbirinden ii¢ basamakli numaralar ile ayrilmaktadir. Bu
numaralar HLA sistemindeki gibi “ * ” isareti ile ayrilmaktadir. Kodlanan proteinin
dizisinde farklilik yaratmayan DNA siibstitiisyonlar takip eden iki basamakli sayilar ile
ifade edilmektedir (Ornek: KIR3DL1*¥01502 aleli). Gerektiginde DNA’nin
kodlanmayan bolgelerindeki (promotor, intron gibi) siibstitiisyonlar da ilave iki
basamakla temsil edilmektedir. KIR genlerine ait ¢cok sayida alel tayin edilmistir. Alel
sayilar1 her gecen giin artmaktadir (http://www.ebi.ac.uk/ipd/kir/alleles.html). Tablo 2-

2’de Avrupa Biyoinformatik Enstitiisiin’iin resmi internet sitesinde yayinlanan ve Ocak

2008 itibari ile kabul gormiis alel sayilan goriilmektedir.
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Tablo 2-2: KIR alel sayilari - http://www.ebi.ac.uk/ipd/kir/stats.html’ den alinmistir.

Gen | 2DL1| 2DL2 | 2DL3| 2DL4 | 2DL5| 2DS1| 2DS2 | 2DS3

Alel Sayisi 15 5 7 26 21 12 10 7

Gen| 2DS4| 2DS5| 3DL1| 3DS1| 3DL2 | 3DL3| 2DP1| 3DP1

Alel Sayis1 11 10 49 14 38 55 5 7

Bu sistemin disinda bir de CD isimlendirme sistemi kullanilmaktadir. KIR
molekiilleri “CD158” olarak tanmimlanmistir. Alt gruplar harfler ile ifade edilmektedir
(CD158el/e2 = KIR3DLI1 gibi). Ancak bu sistem yapisal ve fonksiyonel farklar
gozetmedigi icin aym1 molekiiliin pek ¢ok aleline birden baglanabilen monoklonal

antikorlarin isimlendirilmesinde kullanilmaktadir.

3D Ll L, Molekiil no
A\ 4 \ 4 \ 4
Ig Super ailesi || Hiicre dis1 3 ilmek Hiicre i¢i uzun kuyruk
(DO, D1 ve D2) (Inhibe edici)

L | Molekiil no

A 4 A\ 4 \ 4

Ig Super ailesi || Hiicre dis1 2 ilmek Hiicre ici kisa kuyruk
(D1 ve D2) (Aktive edici)

Sekil 2-1: KIR molekiillerinin isimlendirilmesi
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2.2.2. KIR Gen Diizeni ve Haplotipik Cesitliligi

KIR gen lokusu yaklastk 150 kb biiyiikliigiindedir, kromozom 19q13.4
bolgesindeki Lokosit Reseptor Kompleksi (LRC) icine yerlesmistir. Bu bolge icerisinde
hem genetik hem de fonksiyonel olarak iligkili bagska genler de bulunmaktadir (Sekil 2-
3). KIR molekiilleri, aralarinda yaklagik 14-16 kb biiyiikliigiinde bosluklar bulunan ayr
genler tarafindan kodlanmaktadir. Genler dokuz ekson ile organize olmuslardir. Ekson 1
ve 2’de sinyal peptit ve olgun proteinin ilk iki aminoasidi kodlanmaktadir. Ekson 3, 4,
5’in her birinde sirasiyla DO, D1, D2 olarak adlandirilan Ig benzeri ilmek kodlanir.
Ekson 6’da D2 ilmegini TM kisma baglayan, kok veya baglayici olarak tanimlanan
kisim kodlanmaktadir. Ekson 7°de TM kisim, en son iki eksonda da (ekson 8 ve 9)
sitoplazmik kuyruk kodlanir. Sekil 2-2’de KIR3DL1 geninin organizasyonu verilmistir.
Sekildeki her bir siyah kutucuk eksonu, kutucuklar arasindaki cizgiler intronlar1 temsil
etmektedir. Kutucuklar yaklasik ekson uzakliklan gozetilerek yerlestirilmistir (Vilches

ve Parham 2002).

Sinyal "
Peptit DO D1 D2 KOK ™  STP

HHA i HE

Sekil 2-2: KIR geninin organizasyonu- Vilches ve Parham (2002)’den degistirilerek.

Son yillarda yapilan caligmalarda KIR gen lokusunda ¢ok sayida poligenik ve
multi-alelik polimorfizm oldugu saptanmistir. Gen bolgesinin igerigi haplotipik
farkliliklar da gostermektedir. Bunlarin sonucunda gelisigiizel secilmis iki kisinin ayni
KIR genotipine sahip olmas: ihtimali ¢ok diisiiktiir. Ustelik KIR genlerinin hiicreler

tizerinde klonal eksprese olmasi sistemin karmagikligina ilave katki saglamaktadir.
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/ KIR3DL3

KIR2DL3

KIR2DP1

KIR2DL1

KIR3DP1

@

KIR2DLA4

KIR3DL1

: KIR2DS4
E 13.4

19.kromozom LRC gen bolgesi (=1 Mb) T

KIR3DL2

" KIR Gen Bolgesi
Ornek: Haplotip A genleri

Sekil 2-3: KIR genlerinin 19.kromozom iizerindeki ve LRC icindeki yerlesimi -
http://www.ebi.ac.uk/ipd/kir/introduction.html’den degistirilerek alinmstir.

KIR genleri arka arkaya dizilmis, dizileri birbirine olduk¢a (yaklasik %85-99)
benzeyen genlerden olugmaktadir. KIR haplotiplerinin incelenmesi sonucunda, bu gen
bolgesinde zaman iginde gen duplikasyonlarinin meydana geldigi ve esit olmayan
“crossing-over” olaylarinin oldugu 6ngoriilmektedir. Yani KIR genleri bircok defa
genisleyip kisalan bir DNA segmentinin i¢inde bulunmaktadir (Carrington ve Norman
2003). Bu ozellik KIR haplotiplerinin poligenik yapisina katkida bulunmaktadir. Bu
tipte molekiiler genetik olaylarin bir sonucu olarak haplotip icerisinde bir genden iki

veya daha fazla sayida kopya bulunmast miimkiin olabilmektedir (Martin ve ark. 2003).

KIR genlerinin kromozom {izerindeki diizeni baglica iki haplotip iizerinde
toplanabilmektedir: Haplotip A ve Haplotip B. Haplotip A ve B arasindaki en belirgin
fonksiyonel fark, icerdikleri aktive edici genlerin sayisidir. Haplotiplerde cok sayida ve
cesitte gen bulunmasina ragmen; 2DL4, 3DL2 ve 3DL3 genleri neredeyse biitiin

haplotiplerde bulunmaktadir. Bu nedenle bu genler cati bolgeleri (framework loci)
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olarak isimlendirilmektedir. Diger genler baz1 haplotiplerde yer almakta, bazilarinda yer
almamaktadir. Bir haplotip icerisinde bulunabilecek KIR gen sayis1 7-12 arasinda
degismektedir. Gen sayisindaki bu degisiklik daha ¢ok aktive edici genlerin varligina
veya yokluguna baglidir. Haplotip A’ da en ¢ok 7 lokus bulunmaktadir: 2DL1, 2DL3,
2D14, 2DS4, 3DL1, 3DL2 ve 3DL3. Bu genlerin hepsi haplotip B icerisinde de
goriilebilmektedir. Bu genlere ilaveten sadece haplotip B’ de goriilen genler 2DL2,
2DL5, 2DS1, 2DS2, 2DS3, 2DSS5, 3DS1 olarak siralanabilir (Uhrberg ve ark. 1997;
Parham 2005).

-3DL3 —{2DL3 2DP1 (—2DL1 |-{3DP1 2DL4 |{3DL1 2DS4 L 3DL2
Haplotip A
3DL3 2DL2 2DP1 —2DL1 |—{3DP1 2DL4 H{3DS1 3DL2
2DS2 2DLSB —{2DS3 2DLSA |—{2DS4 {3DL2
Haplotip B

Kirnuzi ile yazili genler degismeyen cati bolgelerini temsil etmektedir.

Sekil 2-4: KIR haplotiplerini olusturan gen icerikleri - Parham (2005)’den degistirilerek.

Her iki haplotip incelenen biitiin insan popiilasyonlarinda belirlenmistir. Ama
etnik gruplar icerisindeki goriilme sikliklart arasinda fark vardir. Haplotip A ve B’nin
beyaz wrk icerisindeki sikligi (dagilimi) yaklasik olarak birbirine esittir. Haplotip A
igerisindeki farkliliklar daha ¢ok alelik polimorfizmlerden kaynaklanmaktadir. Haplotip
B’de ise hem polimorfik hem de poligenik farkliliklar goriilmektedir. Bu nedenle
haplotip B daha fazla sayida alt grup cesitliligi gostermektedir (Norman ve ark. 2001;
Uhrberg ve ark. 2002). Farkli toplumlarda, birbirine akraba olmayan kisilerde yapilan
calismalarda farkli gen iceriklere sahip 100’den fazla KIR profili tanimlanmistir
(Niokou ve ark. 2003, Bontadini ve ark. 2006; Velickovic 2006). Genel olarak biitiin
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kisilerde KIR genleri acisindan HLA-C i¢in inhibitor reseptor, HLA-G icin aktivator
reseptor bulunmaktadir. Bireylerin cogunlugunda HLA-B alt gruplarina da yonelik

inhibitor reseptorler bulunmaktadir.

Her NK hiicresi genomda bulunan tiim KIR genlerini eksprese etmez. KIR
genlerinin NK hiicreleri tizerindeki ekspresyonu, stokastik yani raslantisal bir islem ile
olmaktadir. Bu raslantisal mekanizma heniiz tam olarak aci§a kavusturulmamistir
(Parham 2005). KIR genlerinin NK hiicreleri iizerinde, alt kiimeler halinde eksprese
olmasi DNA metilasyonu ile sabitlenir. Yani NK klonlar1 boéliindiiklerinde, ayni
klondan tiirevlenen yeni hiicrelerde de aym1 KIR genleri eksprese olmaktadir

(Santourlidis ve ark. 2002).

2.2.3. KIR Molekiillerinin Ligand Ozgiilliigii

Genel olarak soylenecek olursa KIR molekiillerinden KIR3D reseptorleri HLA—
A ve —B alellerini, KIR2D reseptorleri ise HLA—-C alellerini tamimaktadir (Tablo 2-1).
KIR molekiilleri ve onlarin HLA ligandlar1 arasindaki iliskiler pek cok arastirict
tarafindan calisilmistir. Direkt baglanma calismalarina yonelik KIR’larin rekombinant
coziinebilir (soluble) formlarn gelistirilmis, bu ¢alismalarda daha cok KIR2D/HLA-C
etkilesimi incelenmistir. Bu ¢alismalar sonucunda ne reseptor iizerindeki ne de ligand
iizerindeki karbonhidrat kalintilarinin 6zgiil baglanma i¢in gerekli olmadig1 sonucuna
varilmistir (D6hring ve Colonna 1996; Fan ve ark. 1996; Gumperz ve ark. 1995).

HLA-C molekiiliiniin, agir zincirindeki a1 heliksinde, 80. pozisyonda iki farkli
aminoasit (Lizin-Lys veya Asparjin-Asn) bulunabilmektedir. KIR2DL1, HLA-C"¥*%
alellerini; KIR2DL2 ve KIR2DL3 ise HLA-C*"™ alellerini tanimaktadir. KIR2D ve
HLA-C baglanma ¢alismalarinda, her iki alt grup icin de yiizeydeki diger reseptorlerin
gerekli olmadigi bulunmustur. Yapilan kinetik ¢calismalarda elde edilen egrilere gore bu
reseptorlerin  ligandlarina son derece hizli baglanmp aynldiklart gosterilmistir.
KIR2D/HLA-C kompleksi i¢in baglanma yar1 omrii 0,5 sn olarak hesaplanmistir
(Natarajan ve ark. 2002).

Aktivator KIR molekiillerinin ligand spesifitesine ait bilgiler olduk¢a sinirhidir.
Inhibitor ve aktivator reseptorlerin hiicre disi1 ilmeklerindeki aminoasit dizileri yiiksek
oranda benzemektedir. Bu nedenle benzerlik gosterdigi inhibitor reseptor ile ayn1t HLA

Smf I ligandlarimi bagladiklar diisiiniilmektedir.
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KIR’larin asil fonksiyonu hedef hiicre iizerindeki HLA Simif 1 molekiillerinin
ekspresyonunun normal olup olmadigini belirlemektir. Ancak bu fonksiyon HLA
iizerindeki peptitten tamamen bagimsiz degildir. HLA iizerinde bulunan nanomerlik
peptitlerin 7. ve 8. pozisyonlarinin degistirilmesi, hem baglanma deneylerinde hem de
fonksiyonel deneylerde KIR/HLA baglanmasini etkilemektedir. Bu pozisyonlar HLA
izerindeki peptidin karboksil ucunda yer almakta, a1 heliksindeki 80. pozisyon civarina
denk diismektedir (Malnati 1995; Perruzi 1996; Rajagopalan 1997). Ancak HLA Simif I
iizerindeki peptide 06zgli baglanmanin patofizyolojik etkileri heniiz acikliga

kavusmamustir.

2.2.4. KIR3DL1/DS1 Molekiillerinin Ozellikleri

KIR3DL1, HLA-Bw4 allotipleri i¢in spesifik bir reseptor olarak tanimlanmaistir.
Bw4 epitopu, HLA molekiiliiniin olduk¢a polimorfik olan ol heliks ilmegi icinde, 80-
83. amino asitler arasinda yer almaktadir. Serolojik anti-Bw4 serumu tarafindan taninan
bir grup HLA-B aleli bu epitopu tasimaktadir. Daha az sayidaki baz1t HLA-A alellerinde
de bu epitop goriilmektedir (Gumperz ve ark. 1995).

KIR3DL1 molekiiliine ait cok sayida alel bildirilmistir (Gardiner ve ark. 2001,
Norman ve ark. 2007). Bu polimorfizmle olusan protein dizisindeki degisiklikler hiicre
yiizeyinde yiiksek/diisiik olarak farkl diizeylerde eksprese olmalarina neden olmaktadir.
Hatta KIR3DL1 alellerinden birisi olan *004 hiicre yiizeyinde eksprese olmamaktadir
(Pando ve ark. 2003). Farkli KIR3DL1 alelleri ayn1t HLA sinmif I molekiilii tarafindan
uyarildiginda farkl diizeylerde inhibisyon yaratabilmektedir (Yawata ve ark. 2006).

Genetik ve protein dizisi agisindan KIR3DS1, KIR3DL1’in kisa sitoplazmik
kuyruklu, aktive edici aleli olarak kabul edilmektedir (Uhrberg ve ark. 1997; Wilson ve
ark. 2000; Gardiner ve ark. 2001). Bu iki molekiiliin protein dizileri arasinda 6-12
amino asitlik bir fark bulunmaktadir ve bu farkliliklar daha ¢ok Ig benzeri ilmek
kivrimlant igerisinde bulunur (Vilches ve Parham 2002). KIR3DS1’in ligand1 kesin
olarak bilinmemektedir. Hiicre dis1 yapisindaki benzerlikten 6tiirii HLA-Bw4 motifini
baglayabilecegi one siiriilmektedir. (Martin, Gao ve ark. 2002; Martin, Nelson ve ark.
2002).

Baglanma calismalart KIR3D molekiiliinde bulunan her ii¢ ilmegin (DO, D1 ve
D2) HLA-B ile etkilesimde gerekli oldugunu ortaya koymustur (Rojo ve ark. 1997).
Gumperz ve arkadaslar (1995) tarafindan yapilan bir ¢calismada Bw4 epitopu tasiyan
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HLA-A allotiplerinin, KIR3DL1 eksprese eden NK hiicrelerini inhibe etmedigi
gosterilmistir. Bu bulgu HLA-B molekiiliindeki, Bw4 motifi dis1 polimorfik noktalarin
da KIR3DL1’in baglanmasinda onem tasidigi seklinde yorumlanmistir. Ancak bu
calisgmada KIR3DL1 molekiiliine ait alelik farkliliklar gozetilmemistir. Thananchai ve
arkadaglar1 (2007) tarafindan yapilan calismada KIR3DL1 ile Bw4 epitopu tasiyan
HLA-A ve B molekiillerinin etkilesimi incelenmis, KIR3DL1 molekiiliiniin alelik
varyasyonlar1 arasinda, viral peptitle yiikli tetramerlere baglanma kapasiteleri
acisindan, fark oldugu belirlenmistir. Ayrica bu baglanmanin tetramerler iizerine
yiiklenen farkli viral peptitlerden etkilendigi de gosterilmistir.

DXO9 ve Z27 klonlarindan elde edilen monoklonal antikorlar KIR3DL1 reseptorii
icin Ozgiildiir. Bu antikorlarin floresans ile isaretlenen ticari tiirevleri akim
sitometrisinde kullanilabilmektedir. Yiizeyinde KIR3DL1 eksprese eden NK ve T
hiicreleri bu antikorlar araciligi ile belirlenebilmektedir. Gumperz ve arkadaslarn (1996)
200 kisiden olusan 6rnek grubunda DX9 monoklonal antikoru kullanarak, KIR3DL1
reseptoriiniin NK ve T hiicreleri tizerindeki ekspresyon farkliliklarini incelemistir. DX9
antikorunun, NK ve T hiicrelerine baglanma 6zellikleri 4 grup altinda toplanmistir: DX9
baglanmasinin yiiksek oldugu bireyler, diisikk oldugu bireyler, baglanmanin hig
olmadig bireyler, hem yiiksek hem diisiik baglanmanin oldugu, ikili boyanma paterni
gosteren bireyler. Yinelenen deneylerde bireylerin boyanma paternleri ve DX9
boyanma miktarlar1 aym kalmistir. Yapilan aile ¢calismalari, ikiz kardes karsilastirmalar
bu boyanma farkliliklarinin genetik olarak diizenlendigini ortaya koymustur. Gardiner
ve arkadaslar1 (2001) tarafindan farkli DX9 baglanma paterni gosteren bireylerde
KIR3DL1 gen yapisint incelenmistir. Bireylerin DX9 baglanma farkliliklar1 ile o
bireylerin genetik olarak sahip oldugu KIR3DLI1 alelleri karsilagtinlmistir. DX9
antikorunun baglanma farkliliklari, KIR3DL1 geni alelik polimorfizmleri ile iligkili
bulunmustur. KIR3DL1*001, *002, *01502, *008 alelleri DX9 ile yiiksek baglanma
gosteren aleller, KIR3DL1*005, *006, *007 alelleri diisiik baglanma gosteren aleller
olarak belirlenmistir. Antikoru yiiksek ve diisiitk baglayan aleller acisindan heterozigot
olan bireyler ikili boyanma paterni gostermektedir. Ayrica heterozigot KIR3DL1
alellerine sahip kisilerde KIR3DL1 genlerinin, NK hiicreleri iizerinde klonal olarak
eksprese oldugu gosterilmistir. Yani bu bireylerde her iki KIR3DLI1 alelini de eksprese
eden NK hiicreleri, alellerden sadece birisini veya digerini eksprese eden NK hiicreleri

veya her iki aleli de eksprese etmeyen NK hiicreleri bulunmaktadir.
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Trundley ve arkadaslar1 (2007) Z27 klonundan elde edilen monoklonal
antikorlarin KIR3DL1 alellerine ilaveten KIR3DS1 molekiiliinii de baglayabildiklerini
gostermislerdir. Ayrica KIR3DL1/3DS1 heterozigot genotipe sahip bireylerde, sadece
KIR3DS1 molekiilinii eksprese eden NK klonlarinin, her iki reseptorii aym anda

eksprese eden klonlardan daha fazla oldugunu da bildirmislerdir.

2.3. KIR Genleri ve Hastalik iliskileri

KIR molekiillerinin polimorfik yapilart immiin yanitta farklilik olusturarak bir
secici istiinlik ya da belirli hastaliklara yatkinlik olusturabilir. KIR reseptorlerinin
saglikli toplumdaki farkliliklar1 ¢evresel faktorler ya da belirli hastaliklarla karsilagsma
ile iliskili olabilir. KIR reseptorleri NK hiicre fonksiyonlarini kontrol etmektedir. NK
hiicreleri, viral hastaliklarda ve tiimor hiicrelerine karst immiin cevapta yer alirlar.
Bunun yanisira dendritik hiicreler ve T hiicreleri ile iliskiye girerek adaptif immiin
yanitin olusmasina da katkida bulunurlar (Moretta 2002). Kronik viral infeksiyonlar,
otoimmiinite, kanser ve transplantasyon gibi pek cok baslik altindaki hastaliklarin
patogenezinde hangi KIR molekiiliiniin veya molekiillerinin rol oynadigi

arastirtlmaktadir.

2.3.1. KIR ve Patojenler

Viral infeksiyonlarda ve transformasyonlarda konak hiicre yiizeyindeki HLA
Smf I molekiil sayisinin azalmasi veya artmasi, bu hiicrelerin NK hiicreleri ya da CD8"
T hiicreleri tarafindan yok edilmesine neden olur. Bu baglamda KIR molekiillerinin
viral infeksiyonlardaki rolii pek cok arastirmaci tarafindan oncelikli ¢calisma konusu
olmustur. Gerek yapisal, gerekse HLA {izerindeki peptitle iliski acisindan ortaya c¢ikan
fonksiyonel farkliliklar, KIR molekiilleri ile HLA etkilesiminin bircok hastaligin

patogenezinde rol oynayabilecegini gostermektedir.

Insan Immiin yetersizlik Viriisii (Human Immunodeficiency Virus - HIV): HIV,
diinyada 40 milyondan fazla insani etkilemistir. Viriise maruz kalmis kisilerin
cogunlugu kronik infekte hale gelmektedir. HIV, CD4" T hiicre sayisimin azalmasina ve
Edinsel immiin yetersizlik sendromuna (Acquired Immunodeficiency Syndrome —
AIDS) neden olmaktadir. HIV ile infekte 1000’nin iizerindeki hastada yapilmis KIR ve
HLA Swmif I analizi, KIR3DS1 ve HLA-Bw4 genotipi tasiyan hastalardaki AIDS’e
progresyonun, bu KIR-HLA birlikteligini tasimayan hastalara gore, daha yavas
oldugunu gostermistir. Sadece KIR3DS1 tasiyan, ama HLA-Bw4 motifi olmayan
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kisilerde bu etki saptanmamistir. Yani HLA-Bw4 motifi olmayan kisilerde KIR3DS1’in
koruyucu olmadigi, iki alelin birlikteligi sonucunda sinerjistik etkinin ortaya c¢iktigi
gosterilmistir (Martin, Gao ve ark. 2002). Zambiya’li AIDS hastalarinda yapilan bir
calismada Bw4 grubuna dahil olan HLA-B*57 alelleri ile KIR3DL1’in birlikte
bulunmasinin AIDS progresyonuna karst koruyucu oldugu gosterilmistir (Lopez-
Vazquez, Mina-Blanco ve ark. 2005). Martin ve arkadaglar1 (2007) tarafindan yapilan
calismada da KIR3DL1/3DS1 ve HLA-Bw4 alelleri arasindaki bu koruyucu iliski
KIR3DL1/3DS1 alelleri acisindan incelenmis, KIR3DL1*004 alelinin AIDS
progresyonundan koruyucu oldugu bulunmustur. KIR3DLI1*004 alelinin hiicre
yiizeyinde eksprese olmamasi nedeni ile bu sonu¢ yazarlar tarafindan sasirtict olarak
nitelendirilmis, bu alelin bilinmeyen hiicre ic¢i bir fonksiyonu olabilecegi veya
KIR3DL1*004 geni ile baglant1 dengesizligi gosteren baska bir genin koruyucu etkili

olabilecegi 6ne siiriilmiistiir.

Hepatit C viriisii (HCV): HCV ile karsilasmig bireyler ya akut infeksiyon
gecirirler ya da infeksiyon kroniklesir. Kronik olarak infekte olmus bireylerin %80’i
sonradan karaciger sirozu, hepatoseliiler karsinom gibi ciddi karaciger hastaliklari
gelistirme riski altindadir. HCV ile infekte olmus hastalarda, viriisiin temizlenmesi ve
kalic1 olmas1 arasindaki farkliliklar KIR ve HLA birlikteligine yonelik irdelenmistir.
HCYV infeksiyonu kroniklesen kisilere gore, viriisiin temizlendigi kisilerde KIR2DL3 ile
HLA-C*" birlikteligi artmis olarak bulunmustur. Ancak KIR2DL3/HLA-C**"**nin
HCV infeksiyonlarindaki koruyucu etkisi her iki molekiiliinde homozigot oldugu (yani
KIR2DL2 ve HLA-C™** olmadig1) durumlarda gosterilmistir. KIR2DL2 ve KIR2DL3
ayn1 lokusun iki alelidir ve her iki alel de popiilasyonda yaygin olarak bulunmaktadir.
KIR2DL3 koruyucu bir etkiye sahipken, KIR2DL2’nin neden bdyle bir etkisinin
olmadig bilinmemektedir (Khakoo ve ark. 2004).

2.3.2. KIR, Otoimmiinite ve inflamatuar Hastaliklar

Psoriasis: Sik goriilen bir inflamatuar deri hastaligl olan psoriasis ile HLA-Cw6
arasinda iliski oldugu bilinmektedir. Iliskili olan HLA Smmf I allotipi HLA-C™*%
grubuna dahildir ve KIR2DL1 inhibitor ve KIR2DS1 aktivatér reseptorlerini
baglamaktadir. KIR2DS1 hem tek basina hem de HLA-Cwo6 ile birlikte psoriasis
gelisimi ile iliskili bulunmustur. Ayrica psoriasis ile yakindan iligkili olan psoriatik

artritte (PsA), HLA-Cw6 hastaligin gelisiminde rol oynayan ilave bir genetik eleman
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olarak diistiniilmektedir. PsA’li 366 hastada yapilan ¢alismada, inhibitor etkili KIR
reseptoril icin HLA Simif I ligand1 olmamasi hastalik ile iliskili bulunmustur (Martin,
Nelson ve ark. 2002). Bu calismanin sonuglar tekrar yorumlanarak, ikinci defa yeniden
yaymlanmustir. Ikinci modele gore aktivator KIRlara sahip (KIR2DS1 veya KIR2DS2)
kisiler bu reseptorlerin ligandlar1 olan HLA-C (Lys80 veya Asn80) acisindan homozigot
ise, bu kisilerde PsA gelisme olasiligi artmaktadir. 220 psoriasis hastasindan olusan ve
75 (%34.1)’1 PsA’l1 olan grupta yapilan ilave calismada, KIR2DS2 6zellikle PsA’lr alt
grup ile baglantili bulunmus, sadece deri hastaligl olan psoriatik hastalarda boyle bir

iligki bulunmamistir (Nelson ve ark. 2004).

Romatoid artrit: KIR ile iligkisi gosterilen diger bir artropati romatoid artrit
(RA)’tir.  KIR2DS2 eksprese eden CD4'CD28 T hiicrelerinin RA’da arttig
gosterilmistir. T hiicre reseptorii (THR) cesitliligi sinirli olan bu hiicreler, efektor hafiza
hiicreleri olarak gorev yapar, Thl sitokinleri salgilar ve sitotoksik etki gosterirler. Bu
hiicre grubu iizerindeki KIR reseptorlerinin, THR uyarisindan bagimsiz olarak
ligasyonu hiicrelerin prolifere olmasina ve sitokin salgilamasina, sitotoksisitesinin
artmasina neden olmaktadir (Namekawa ve ark. 2000). RA alt gruplarinda yapilan
calismalardan elde edilen sonuglar dogrultusunda aktive KIR molekiillerinin kronik

inflamatuar kosullarda 6nemli oldugu ileri siiriilmektedir (Khakoo ve Carrington, 2006).

2.3.3. KIR ve Behcet Hastalig

KIR haplotipleri icerisinde pek ¢ok gen bulunmaktadir. KIR3DL1 geni hem
haplotip A, hem de haplotip B i¢inde bulunabilmektedir. KIR3DS1 ise sadece haplotip
B’de bulunmaktadir. Middleton ve arkadaslar1 (2007) tarafindan yayimlanan ¢alismada
Behget hastalar1 ve saglikli kontrollerde 14 farkli KIR geninin varligi/yoklugu
belirlenmistir. KIR3DL1 geninin HLA-Bw4 ile birlikteligi saglikli kontrollere gore
Behget hastalarinda yiiksek olarak bildirilmistir.

Behcet hastalig1 ile genetik iliskisi gosterilen HLA-Bw4 ve B*51’in KIR3DLI1
ile baglanabilmesi nedeniyle, bu etkilesimin hastaligin gelisiminde fonksiyonel 6neme
sahip olabilecegi ©One siiriilmektedir. Saruhan-Direskeneli ve arkadaslar1 (2004)
tarafindan yapilan calismada Behcet hastalar1 ve saglikli kontrollerdeki KIR3DL1
ekspresyonu karsilastirilmistir. DX9 antikoru kullanilarak akim sitometrisi ile
gerceklestirilen calismada T ve NK hiicreleri iizerindeki KIR3DL1 ekspresyonlari

arasinda fark bulunmamistir. Takeno ve arkadaglar1 (2004) tarafindan yapilan caligmada
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ise gdz tutulumu olan Behget hastalarinda, CD56" hiicreler iizerindeki KIR3DL1
ekspresyonun saglikli kontrollere gore farklilik gosterdigi bildirilmistir. Bazi hastalarda
ekspresyon diisiikliigii, bazi hastalarda da ekspresyon artist olarak saptanan bu

farkliliklarin NK hiicre repertuarindan kaynaklanabilecegi 6ne siiriilmektedir.

KIR genleri ve KIR3DL1 geni ile Behget hastalig iligkisi incelenmesine ragmen
KR3DL1’in alellik cesitliliginden kaynaklanabilecek farklilik irdelenmemistir. Bu
calismada Behget hastaligi ile HLA-Bw4 ve B*51 arasindaki iliskinin fonksiyonel bir
acilim olabilecegi diisiiniilerek sadece KIR3DL1/DS1 geninin varligi ve yoklugu

arastirilmis buna ilave olarak alelleri belirlenmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Calisma Grubu

Calisma grubundaki hastalar Istanbul Tip Fakiiltesi, I¢ Hastaliklart Anabilim
Dali, Romatoloji Bilim Dali, Behget Hastaligi Poliklinigi’nde izlenmekte olan hastalar
arasindan secilmistir. Hastalarin hepsi Uluslararas1 Calisma Grubu’nun Behget Hastaligi
simiflandirma kriterlerine uygun olarak secilmistir (International Study Group for
Behcet's Disease, 1990). Calismada hasta grubunu yas ortlamasi 36,3+9,6 olan 141
erkek, yas ortalamasi 38+10,8 yil olan 100 kadin, toplam 241 hasta olusturmustur.

Saglikli oldugu bilinen ve Behget hastalig ile ilgili herhangi bir bulgu 6ykiisii
olmayan 117 erkek (yas ortalamas1 34,2 &+ 9yi1l) ve 118 kadin (34,6 + 9,3y1l), toplam 235

goniillii kontrol grubunu olusturmustur.

Bu calismanin deneysel asamalar1 Istanbul Universitesi, Istanbul Tip Fakiiltesi
Fizyoloji Anabilim Dali, Noéroimmiinoloji ve Immiinogenetik Laboratuari’nda

gerceklestirilmistir.

3.2. DNA izolasyonu

Daha once Giil ve arkadaslarinin (2002) calismasinda kullamlan 174 Behcet
hastas1 ve 191 saglikli kontrol DNA’s1 bu arastirmada da kullanilmistir. Bu DNA’lara
ek olarak yeni 44 saglikli kontroliin, 67 Behget hastasinin DNA’s1 izole edilmistir.
[zoloasyon icin hastalarin ve saglikli kontrollerin 6n kol venlerinden 5-10 ml ven6z kan
EDTA’L tiiplere alimnmistir. Santrifiij 3000 rpm’de yapilmis ve 16kositlerin bulundugu
faz (buffy coat) pastor pipetleri ile toplanarak temiz bir tiipe aktarilmistir. Uzerine 10
ml’ye tamamlayacak sekilde eritrosit parcalayici tampon (0,144M NH4Cl + 1 mM
NaHCO:s) ilave edilmis ve 10 dakika bekletilmistir. Santrifiij 3000 rpm’de 10 dakika
yapilmis hiicre cekirdeklerinin ¢okmesi saglanmistir. Hiicre ¢ekirdeklerinden olusan
cokeltiye zarar vermeden {iist sivi atilmis ve tekrar eritrosit pargalayici soliisyon
eklenerek yikama islemi 3 kez tekrarlanmistir. Eritrositlerden arindirilan ¢okelti tizerine
2,5 mL ¢ekirdek patlatma soliisyonu (10 mM Tris-HCI (pH:7,6), 10 mM EDTA (pH:8),
50 mM NaCl) ilave edilmistir. Vorteks ile ¢cokelti dagitilmis ve 100 ul %?20’lik sodyum
dodesil siilfat (SDS) eklenmistir. Yine vorteks kullanilarak SDS’in karigmasi

saglanmistir. Proteinlerin parcalanmasi i¢in 100 pl Proteinaz K (2 pg/pl) ilave edilerek
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42°C’ deki su banyosunda bir gece bekletilmistir. Ertesi giin tiiplere 1,5 mL 6 M NaCl
cozeltisi ilave edilmis, calkalanarak karistiritlmis ve 3000 rpm devirde 30dakika santrifiij
edilmistir. Tuz ile birlikte ¢dken proteinlerden olusan c¢okeltiye dokunulmadan {iistte
kalan s1v1 faz, pastor pipeti ile temiz bir tiipe aktarilms, iizerine 1 siv1/ 3 alkol oraninda
mutlak etanol eklenmis ve hafif calkalamalar ile DNA’nin goriintir hale gelmesi
saglanmistir. Beyaz bir kopiik seklinde olusan DNA pipet ucu ile alinarak steril tiipe
aktarilmigtir. Alkoliin ugmasi beklendikten sonra elde edilen DNA 200 pl steril su
icinde ¢Oziilmiistiir. Bir miktar DNA 1:50 oraninda sulandirilmig, miktar ve protein
orani tayini icin optik yogunluk (OD) degerleri spektrofotometrede okunmustur. DNA
miktar tayini i¢in 260 nm’de ve protein oraninin belirlenmesi icin 280 nm’de suya kars1
Olciim yapilmistir. DNA, 260 nm OD degeri esas alinarak 30 pg/ml olacak sekilde

sulandirilmistir. Sulandirilan DNA’lar calisilincaya kadar +4°C’ de saklanmustir.

3.3. KIR Gen Iceriginin Belirlenmesinde Kullamlan Yéntem

KIR3DL1/DS1 gen igerigi yani varligi ve yoklugu PCR-SSP yontemi ile
belirlenmistir. Deneylerde Martin, Gao ve arkadaglar1 (2002) tarafindan tanimlanan iki
farkli primer cifti kullamlmistir (Tablo 3-1). Primer ciftleri icin ayr1 deney kosullar
olusturulmus, birbirini dogrulayan sonuglar degerlendirilmeye alinmistir. Son hacim 20
ul olacak sekilde PCR tamponu, 2 — 2,5 uM MgCl,, 0,2 mM dNTP karigimi, 0,5 U Taq
polimeraz, 0,5 uM o6zgiil primer, 0,2 mM kontrol primeri ve 30 pg/ml genomik DNA
kullanilmistir. Deneylerde kullanilan kontrol primerleri DRB1 geninin ii¢iincii intronuna
ait 796 bp’lik bir parcayr hedeflemistir. KIR3DS1 icin PCR islemi 95°C’de 2 dakika
denatiirasyon sonrasi 95°C’de 45 saniye, miks 1 i¢in 59°C’de ve miks 2 i¢in 63°C’de 45
saniye, 72°C’de 45 saniye olarak 35 dongii gergeklestirilmis, 72°C’de 2 dakika son
uzatma basamagi ile tamamlanmistir. KIR3DL1 i¢in ise daha once Martin, Gao ve
arkadaslann1 (2002) tarafindan tanimlanan ii¢ asamali PCR programi kullamilmistir.
Denatiirasyon islemi 96°C’de 1 dakika olarak yapildiktan sonra ilk agamada 96°C’de 25
saniye, 65°C’de 45 saniye, 72°C’de 30 saniye 5 dongii; ikinci asamada 96°C’de 25
saniye, 60°C’de 45 saniye, 72°C’de 30 saniye 21 dongii; son asamada 96°C’de 25
saniye, 55°C’de 1 dakika, 72°C’de 2 dakika olacak sekilde 5 dongii yapilmis, PCR
islemi 72°C’de 10 dakika son uzatma basamag ile tamamlanmistir. Elde edilen PCR

iiriinleri, etidyum bromiir (EtBr) ile isaretli %2’lik agaroz jele yiiklenerek, elektroforez
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tanklarinda 50 mA, 150 kV akim altinda 15 dakika yiiriitillerek, ultraviyole

transilliiminatorii ile goriintiilenmistir.

Tablo 3-1: KIR3DL1/DS1 gen iceriginin belirlenmesinde kullanilan primerlerin dizisi

Primer Adi Primer Dizisi (5'— 3')
KIR3DLI 1F primer CGCTGTGGTGCCTCGA
IR primer GGTGTGAACCCCGACATG
2F primer CCCTGGTGAAATCAGGAGAGAG
2Rprimer TGTAGGTCCCTGCAAGGGCAA
KIR3DS1 1F primer AGCCTGCAGGGAACAGAAG
1R primer GCCTGACTGTGGTGCTCG
2F primer CCTGGTGAAATCAGGAGAGAG
2R primer GTCCCTGCAAGGGCAC

3.4. KIR3DL1/DS1 Alellerinin Belirlenmesinde Kullanilan Yontem

KIR3DL1/DS1 genine ait aleller calisma grubumuz dahilindeki 216 Behget
hastasi, 215 saglikli kontrolde PCR-SSP ile belirlenmistir. Tablo 3-2’de verilen
KIR3DL1/DS1 alel primer dizileri 9 aleli gosterebilecek ayristirma diizeyinde Paul
Norman ile birlikte se¢ilmistir. Secilen 18 primer kullanilarak alellerin tanimlanmasinda

kullanilacak 12 farkli primer cifti olusturulmustur (Tablo 3-3).

Tablo 3-2: KIR3DL1/DS1 Alellerinin belirlenmesinde kullanilan primerlerin dizisi

Primer Ad1 | Primer Dizisi (5" —37) Primer Ad1 | Primer Dizisi (5" —3°)

nkbl1f AGAGGGCCGGTCCACACG nkat3r TTGCCCTTGCAGGGACCTA
g160f ACTCTTCGGTGTCACTATCG conc613r CCCTATCAGTTGTCAGCTC
nkat3f TACAAAGAAGACAGAATCCACA t613r TCCTATCAGTTGTCAGCTCC
t552f CCAAGGCCAATTTCTCCATT c738r CAGCTCCCGGAGCTCCTA
cgl028f ACCCCAGACACCTGCACG c781r CGGGGAGCCCATGAACGT
cal028f AACCCCAGACACCTGCACA ccl154r CCAACAGCGAGGTAGGTG
t10f TGCACCGGCAGCACCATGT c128r CGGAGGACACGTGACTCTT
al60r ATCATAGGTTTAACAATTTCATG uh3dl1f CCATCGGTCCCATGATGCT
nkblr TTATTCCAGGAGAGCTTCAAC uh3dllr AGAGAGAAGGTTTCTCATATG
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Yapilan 6n denemelerde 12 ayri reaksiyonu ayni anda galistirabilecek optimum
deney kosullar1 olusturulmaya calisilmistir. Gerek termal dongii cihazindaki PCR
programinda gerekse PCR kosullarinda yapilan cok sayidaki denemelerde 12 farkli
reaksiyonu aymi anda calistirabilecek ortak bir kosul bulunamamigstir. Sonucta PCR
kosullar1 sabit tutulmus, primer miksleri termal dongii cihazi programinda diisiik
yapisma derecesinde reaksiyon veren karsimlar ve yiiksek yapigsma derecesinde
reaksiyon veren karigimlar olarak iki gruba toplanmistir. Primer karisimlarinin

reaksiyon verdigi yapisma dereceleri Tablo 3-3’de verilmistir.

PCR islemi, son hacim 15 pL olacak sekilde, amonyum (NH4) tamponu, 2,5 mM
MgCl,, 0,2 mM dNTP karisimi, 0,625 U Taq polimeraz, 0,5 uM primer karigimi
kullanilarak yapilmigtir. Ortalama 75-150 ng genomik DNA iceren Orneklerle iki
asamali PCR islemi gerceklestirilmistir. Ilk asama 95°C’de 5 dakika denatiirasyon
sonrasinda, 5 dongii 97°C’de 20 saniye, optimum yapisma (annealing) derecesinde 45
saniye ve 72°C’de 90 saniye olarak yapilmus, ikinci asamada 30 dongii 95°C’de 20
saniye, optimum yapisma derecesinde 45 saniye ve 72°C’de 90 saniye tutulduktan
sonra, 72°C’de 7 dakika son uzatma basamagi ile tamamlanmistir. Elde edilen PCR
iriinleri, EtBr ile isaretli %1,5’1lik agaroz jele yiiklenerek, elektroforez tanklarinda 100
mA, 150 kV akim altinda 30 dakika yiiriitiilerek, ultraviyole transilliiminatorii ile
goriintiilenmistir. Deneylere ait jel goriitiinleri dijital olarak fotograflanarak
saklanmistir. Her bir DNA icin hedeflenen KIR3DL1 gen bdlgelerinin ¢ogalip
cogalmadigi kontrol edilmistir (Sekil 3-1). Cogalmanin oldugu ve olmadigi primer

karigimlart degerlendirilerek aleller belirlenmistir. Degerlendirmede kullanilan sablon

Tablo 3-3’de verilmistir.

Sekil 3-1: KIR3DL1 alelleri degerlendirilirken kullanilan agaroz jel fotografi 6rnegi
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3.4.1. KIR3DL1/DS1 Alellerinin Sablon Kullanilarak Degerlendirilmesi

Sablon kullanilirken siyah kutucuklardan yararlanilmistir. Her bir alelin yazdig:
stitunda bulunan siyah kutucuklar, o alel i¢in ¢alismas1 gerekli olan miksleri yani primer
karigimlarimi ~ gostermektedir  (Tablo  3-3).  Ornegin  KIR3DL1*001  alelinin
belirlenebilmesi i¢in miks 2, miks 3 ve miks 6 ile yapilan PCR deneylerinden pozitif
sonug alinmasi gerekmektedir.

Tablo 3-3: KIR3DL1 alelleri icin kullanilan primer karisimlari, ¢cogaltilan iiriinlerin
biiyiikliikleri, PCR program yapisma dereceleri ve alellere gore degerlendirme

sablonu
KIR3DL1 ALELLERI

B Yapisma

Miks Uriin
No Primer f | Primer r (bp) sicakligl | *001 | *002 | *01502 | *004
O

1 nkblf nkblr 960  |63,3-58,6
2  nkat3f  |nkat3r 1560 |63,3-58,6
3 nkat3f  |conc613r |1600 [63,3-58,6
4 [c1032f fccllS4r 650 |68-60
5  |cglO28f |ccllS4r 650 |68-60
6 cal028f |ccl154r |650 |63,3-58,6
7  3dlif c781r 2000 |68-60
8 [3dlif c738r 1900 (68-60
9 |gl60f t613r 1600 |68-60
10 [t552f 3dllr 1700 |68-60
11 |nkblf al60r 900 |63,3-58,6
12 [0f  |C128  [1900 [68-60 F-

3.5. HLA-B Tiplendirilmesi

Bu calismada kullanilan 173 saglikli kontroliin ve 171 Behcet hastasinin HLA-B
verileri daha 6nce Giill A ve ark. (2002) tarafindan yapilan ¢alismadan saglanmistir.
Calisma grubundan kalan 62 saglikli kontrol ve 70 Behget hastasinin HLA-B verileri
Bunce ve ark.(1995) tarafindan tanimlanan PCR-SSP yontemi ile belirlenmistir.
Calismanin bu asamasinda kullanilan primerlerin dizileri ve bu primerlerin hedef

lokuslar ve niikleik asit pozisyonlar1 Tablo 3-4’de verilmistir (Bunce ve ark, 1995).
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Tablo 3-4: HLA-B tiplendirmesinde kullanilan primerlerin dizileri

Primer Ad1 | Primer Dizisi (5" —3°) Hedef Lokus ve Pozisyon

193 GGAGTATTGGGACCGGAAC HLA-A ve B, Ekson 2 ( 170-188)
208 ACCGAGAGAACCTGCGGAT HLA-A ve B, Ekson 2 (220-238)
216 CGTTCAGGGCGATGTAATCT | HLA-B, Ekson 3 (92-111)

235 GCCCACTTCTGGAAGGTTICT | HLA-B, Ekson 4 (168-187)

251 GGACCTGCGGACCCTGCT HLA-B, Ekson 2 (244-227)

278 GAGCCTGCGGACCCTGCT HLA-B, Ekson 2 (227-244)

435 CCTGCGCACcCGCGceree HILA-B, Ekson 2 (230-246)

Bu primerler kullamlarak olusturulan karisimlar, c¢ogaltilan iirlinlerin
biiyiikliikleri ve pozitif sonuglar1 degerlendirme sablonu Tablo 3-5’de verilmistir.
Sonuglara gore ¢alisilan bireyin HLA-Bw4 tasiyip tasimadigi, Bw4 80. poziyonun
Izolosin (I80) olup olmadigi, HLA-B*51°e sahip olup olmadigi belirlenmistir. Pozitif
sonu¢ vermesi gereken miks kutucuklari gri olarak isaretlenmistir (Tablo 3-5). Ornegin
sadece miks 1 pozitif, miks 2 ve 3 negatif sonu¢ verdiginde sonu¢ HLA-Bw4 pozitif
olarak degerlendirilmistir. Bw4 pozitif grup icerisindeki HLA-B allotipleri B*5, B*51,
B*13, B*17, B*27, B*37, B*38, B*44, B*47, B*49, B*53, B*57, B*58, B*59, B*63,
B*77 olarak siralanabilir (www.anthonynolan.org.uk/HIG). Miks 1 ve 2 pozitif, miks 3
negatif sonug¢ verdiginde HLA-Bw4-I80 pozitif olarak degerlendirilmistir. Hepsi (Miks
1, 2 ve 3) pozitif sonug verdiginde HLA-B*51 pozitif olarak degerlendirilmistir.

Tablo 3-5: HLA-B primerleri ile olusturulan primer karisimlari, ¢cogaltilan iiriin
biiyiikliikleri, sonuclar1 degerlendirme sablonu

Miks No [Primer f Primer r Uriin (bp) [Bw4  [Bw4I80 [B*51
1 208, 251, 278,435 235 1330 H
2 208 235 1330
3 193 216 451

HLA-B tiplendirmesi icin PCR islemi, son hacim 15 pl olacak sekilde,
amonyum (NH4) tamponu, 2,5 mM MgCl,, 0,125 mM dNTP karisimi, 1U Taq
polimeraz, 0,8 uM primer karistimi kullanilarak yapilmistir. Ortalama 75-150 ng
genomik DNA iceren Orneklerle 3 asamali PCR islemi yapilmistir. PCR isleminin ilk
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asamasi 96°C’de 1 dakika denatiirasyon sonrasinda, 5 dongii 96°C’de 25 saniye,
70°C’de 45 saniye ve 72°C’de 45 saniye ile gergeklestirilmis, ikinci asamasi 21 dongii
96°C’de 25 saniye, 65°C’de 50 saniye ve 72°C’de 45 saniye olarak yapilmis, son
asamasi da 4 dongii 96°C’de 25 saniye, 55°C’de 1 dakika, 72°C’de 2 dakika ile
tamamlanmigtir. Elde edilen PCR iiriinleri, EtBr ile isaretli %1,5’lik agaroz jele
yiiklenerek, elektroforez tanklarinda 50 mA ve 150 kV akim altinda 15 dakika

yiiriitiilmiigtiir. Sonuglar ultraviyole transilliiminatorii ile goriintiilenmistir.

3.6. Deneysel Asamalarda Kullamilan Malzeme ve Cihazlarin Listesi
Deneysel asamalar Istanbul Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dal
Noroimmiinoloji ve Immiinogenetik Laboratuvari biinyesinde bulunan cihaz ve

ekipmanlar kullanilarak gerceklestirilmistir (Tablo 3-6).

Tablo 3-6: Deneysel asamalarda kullamlan malzeme ve cihazlarin listesi

Malzeme Marka

Taq Polimeraz Fermentas (Katalog No #EP0402)
10xNH4 PCR Tamponu Fermentas (Katalog No #B33)
dNTP Fermentas (Katalog No #R0182)
MgCl, Fermentas (Katalog No #R0971)
KIR3DL1/DS1 Primerleri Bio Basic Inc.

HLA-B Primerleri Integrated DNA Technologies (IDT)
KIR3DL1/DS1 Alel Primerleri Integrated DNA Technologies (IDT)
Agaroz Sigma (Katalog No #A9539)

Cihaz Marka

Termal dongii cihazi Biometra, T-Gradient

Elektroforez Jel Sistemi EC Apparatus Corporation, Minicell-Maxicell
Gii¢ Kaynagi LKB Biochrom, 2103 Power Supply
Ultraviyole Goriintiileme UVP, UV Transilluminator
Goriintuleme Analizi Biometra, BDA Digital
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3.7. Istatistiksel Degerlendirme

Hasta ve saglikli kontrollerde saptanan alel sikliklar X2 testi ile karsilastirilmig
ve anlamli olan sonuglar i¢in risk oranlar1 (Odds Ratio-OR) ve bu degerlerin %95 giiven
araliklart (%95 GA) belirlenmistir. Bu tez c¢aligmasindaki P degerleri diizeltilme

yapilmadan verilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. KIR3DL1/DS1 Gen iceriginin Degerlendirilmesi

Gen ve protein dizisindeki benzerlikten otiirii KIR3DS1, KIR3DL1’in bir alelli
olarak kabul edilmektedir. KIR3DL1/DS1 gen igerigine ait genotip sikliklar1 241 Behcet
hastasi, 235 saglikli kontrolde belirlenmistir. KIR3DL1 molekiilit Bw4 epitopu tasiyan
HLA-B alellerine baglandigi igin, calisma grubunda HLA-Bw4 ve HLA-B*51
ozelliklerine gore alt gruplar olusturulmus, degerlendirilmeler ayrica bu alt gruplarda

yapilmistir. Sekil 4-1°de verilen diagramda alt grup sistematigi goriilmektedir.

TUM CALISMA GRUBU

I |
HLA-Bw4 POZITIF GRUP ) ( HLA-Bw4 NEGATIF GRUP

HLA-B*51 POZITIF HLA-B*51 NEGATIF
ALT GRUP ALT GRUP

Sekil 4-1: Calisma grubu degerlendirme diagramm

Giil ve arkadaglart (2002) tarafindan yapilan calismada HLA-B*51 pozitifligi
Behget hastalarinda %61, saglikli kontrollerde %?24 olarak bildirilmistir. Tablo 4-1’de
gosterilen HLA-Bw4 ve B*51 verilerinin ¢alisma grubu igeresindeki dagilimi Giil ve

arkadaglarinin bu calismasi ile uyumludur.

Tablo 4-1: HLA-B verisinin calisma grubu icerisindeki dagilin

SK BH
HLA-B N=241 % N=235 % p OR %95 GA
HLA-Bw4 + 153 63,8 199 81,1 <0,0001 (2,54 1,6-3,9

HLA-B*51 + 55 23,1 150 59,3 <0,0001 (4,8 3,1-7.4
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4.1.1. KIR3DL1/DS1 Gen Iceriginin Tiim Calisma Grubundaki Degerlendirilmesi
Tiim caligma grubunun KIR3DL1/DS1 genotip sikliklar1 Sekil 4-2°de

verilmistir. KIR3DL1 / KIR3DL1 genotip sikligi Behget hastalarinda yiiksek olarak

belirlenmistir (Behcet hastalart %64,7 ve saglikli kontroller %57,4), ancak bu fark

ististiksel olarak anlamli degildir.

DLIDL1 DLI1DS1 DSIDS1

0O SK B BH

Sekil 4-2: KIR3DL.1/DS1 gen iceriginin tiim calisma grubundaki dagilimm (SK: saghklh
kontrol, BH: Behcet hastalari)

4.1.2. KIR3DL1/DS1 Gen iceriginin HLA-Bw4 ile Birlikte Degerlendirilmesi

KIR3DL1 molekiilii fonksiyonel olarak HLA-Bw4 alellerini tanidigi igin
calisma grubu Bw4-Pozitif (+) ve Bw4-Negatif (-) seklinde gruplanmistir (Sekil 4-1).
Calisma grubunda Behget hastalarinin %82,5’1, ve saglikli kontrollerin %65,1°’1 HLA-
Bw4 aleli tasimaktadir. HLA-Bw4+ grup KIR3DL1/DS1 genotip dagilimlar1 Tablo 4-
3’de verilmistir. Yapilan degerlendirmede KIR3DL1 / KIR3DL1 genotip siklig1 Behcet
hastalarinda anlamli olarak yiiksek bulunmustur (Tablo 4-2, Sekil 4-3).



Tablo 4-2: KIR3DL1/DS1 gen iceriginin HLA-Bw4 pozitif grup icerisindeki dagilim

SK BH
Genotip %0 %0 p OR | %95 GA
N=153 N=199
KIR3DL1 / KIR3DL1 80 52,3 130 |653|0,013 |17 1,1-2,6
KIR3DL1 / KIR3DS1 56 36,6 54 27,1
KIR3DS1 / KIR3DS1 17 11,1 15 7,5
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DLIDL1

. m

DLIDS1

O SK B BH

DSI1IDS1

Sekil 4-3: KIR3DL1/DS1 gen iceriginin HLA-Bw4 pozitif gruptaki dagilim (SK: Saghkh

kontrol, BH: Behcet hastalari)
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KIR3DL1/DS1 gen igerigi HLA-Bw4 negatif grup dagiliminda Behget hastalar

ile saglikli kontroller arasinda anlamli bir fark goriilmemistir (Sekil 4-4).

11

DLIDL1 DLI1DS1 DSIDS1

0O SK B BH

Sekil 4-4: KIR3DL1/DS1 gen iceriginin HLA-Bw4 negatif gruptaki dagilim (SK: Saghkh
control, BH: Behcet hastalar)

4.1.3. KIR3DL1/DS1 Gen iceriginin HLA-B*51 ile Birlikte Degerlendirilmesi
HLA-B*51, Bw4 epitopu tasimaktadir. Bw4 pozitif alt grup HLA-B*51°e gore

smiflandirnlmistir (Sekil4-1). HLA-Bw4 pozitif Behget hastalarinin %75,3’1, saglikhi

kontrollerin %35,9’u B*51 pozitiftir. Bu gruptaki KIR3DL1/DS1 gen iceriginin

dagilimi anlaml fark gostermemistir (Sekil 4-5).

DLIDL1 DLI1DS1 DSIDS1

O SK B BH

Sekil 4-5: KIR3DL1/DS1 gen iceriginin HLA-Bw4 pozitif B*51 pozitif gruptaki dagilim
(SK: Saghikh kontrol, BH: Behcet hastalarr)
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HLA-Bw4 pozitif grup icerisindeki B*51 negatif alt grup ise %?24,6 Behcet
hastas1 ve %64 saglikli kontrolden olugmaktadir. Bu grup icerisindeki KIR3DL1/DS1
gen igeriginin dagilimi Tablo 4-3’de ve Sekil 4-6’de verilmistir. KIR3DL1 / KIR3DL1
genotip siklig1 Behget hastalarinda anlamli olarak yiiksek bulunmustur (Tablo 4-3, Sekil
4-6). KIR3DL1 /KIR3DS1 genotip siklig1r ise saglikli kontrollerde anlamli olarak
yiiksek belirlenmistir (Tablo 4-3, Sekil 4-6).

Tablo 4-3: KIR3DL1/DS1 gen iceriginin HLA-Bw4 pozitif B*51 negatif gruptaki dagilimm

Genotip S %0 BH

N=98 N=49
KIR3DL1/KIR3DL1 | 43 |439| 36 |73,5]|0,001| 35 | 1,674

% | p | OR | %95GA

KIR3DL1/KIR3DS1 | 44 |449| 11 |22,4]0,008|035]| 0,1-0,7

KIR3DS1 / KIR3DS1 11 | 11,2 2 4,1

DLIDL1 DLIDS1 DSI1DS1

O SK B BH

Sekil 4-6:KIR3DL.1/DS1 gen iceriginin HLA-Bw4 pozitif B*51 negatif gruptaki dagilinm
(SK: Saghikh kontrol, BH: Behcet hastalarr)
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4.2. KIR3DL1/DS1 Alellerinin Degerlendirilmesi

Calismanin bu asamasinda KIR3DL1/DS1 molekiiliine ait KIR3DL1*001, *002,
*01502, *004, *005, *006, *007, *008 ve KIR3DS1*013 alellerinin dagilimi 216
Behcet hastas1 ve 215 saglikli kontrolde belirlenmis ve gruplar arasinda
karsilagtirllmigtir. Calisma grubunda KIR3DL1*006 aleli hi¢ saptanmamistir, bu

nedenle alel degerlendirmelerin yapildig tablo ve grafiklere dahil edilmemistir.

4.2.1. KIR3DL1/DS1 Alel Dagilimmin  Tiim  Calisma  Grubundaki
Degerlendirilmesi

Tiim calisma grubunun KIR3DL1/DS1 alel verisi Tablo 4-4 ve Sekil 4-7° de
verilmistir. KIR3DL1*¥001 aleli Behcet hastalarinda anlamli olarak yiiksek siklikta
bulunmustur (Behcet hastalar1 %51,2 ve saglikli kontroller %39,8; p = 0,018; OR = 1,5;
9%95GA 1-2,3), KIR3DS1*013 alel siklig1 ise saglikli kontrollerde anlamli olarak
yiiksektir (Behget hastalar1 %34 ve saglikli kontroller %46,3; p = 0,009; OR = 0,6
%95GA 0,4-0,8).

Tablo 4-4: KIR3DL1/DS1 alellerinin tiim ¢calisma grubundaki dagilinm

KIR3DL1/DSI | SK % BH % p OR %95GA
Alelleri N=215 N=216

#001 86 39,8 110 51,2 0018 |15 1-2.3
*002 33 15,3 33 15,3

*01502 23 10,6 35 16,3

*004 50 23,1 35 16,3

*005 29 13,4 23 10,7

*007 14 6,5 22 10,7

*008 33 15,3 38 17,7

*013 100 46,3 73 34 0,009 |06 0,4-0,8

KIR3DL1*01502, *007, *008 alellerinin siklig1 Behget hastalarinda, *004 ve
*005 alellerinin sikligida saglikli kontrollerde yiiksek olarak belirlenmistir (Sekil 4-7).
Ancak bu farklar istatistiksel olarak anlaml degildir (Tablo 4-4).



36

*001 002 01502 04 005 007 008

0O SK B BH

013

Sekil 4-7: KIR3DL1/DS1 alellerinin tiim calisma grubundaki dagilimm (SK: Saghkh

kontrol, BH: Behcet hastalar)

4.2.2. KIR3DL1/DS1 Alel Dagiliminin HLA-Bw4 ile Birlikte Degerlendirilmesi
KIR3DL1/DS1 alellerinin belirlendigi ¢calisma grubundaki dahilindeki saglikli
kontrollerin %63,8’i, Behget hastalarinin %81,7°si HLA-Bw4 pozitiftir. Bu alt grupta

belirlenen KIR3DL1/DS1 alel dagilimi Tablo 4-5°de verilmistir. Bu grupta yapilan
istatistiksel analizlerde Behget hastalarinda KIR3DL1*001 aleli yiiksek siklikta
bulunmustur (Behget hastalar1 %51,4 ve saglikli kontroller %39,4; p = 0,038; OR = 1,6;
9%95GA 1-2,5). Saglikli kontrollerde KIR3DS1*013 alelinin siklig1 Behget hastalarina

gore anlaml olarak daha yiiksektir (Behget hastalart %33,7 ve saglikli kontroller %52; p
= 0,001; OR = 0,47; %95GA 0,29-0,75). Diger alellere ait dagilim farkliliklart

istatistiksel olarak anlaml degidir (Sekil 4-8).

Tablo 4-5: KIR3DL1/DS1 alellerinin HLA-Bw4 pozitif gruptaki dagilimm

KIR3DLI/DSI | SK % BH % » OR %95 GA
Alelleri N=127 N=175

*001 50 39,4 90 51,4 0,038 | 1,6 1-25
#002 23 18,1 28 16

#01502 13 10,2 31 17,7

*004 26 20,5 24 13,7

#005 16 12,6 19 10,9

007 6 4,7 20 114

008 16 12,6 33 18,9

*013 66 52 59 33,7 0,001 | 047 |0,29-0,75
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‘ziﬂdﬁﬁaﬂ

01502 04 005 007 008 013

0O SK B BH

Sekil 4-8: KIR3DL.1/DS1 alellerinin HLA-Bw4 pozitif gruptaki dagilim (SK: Saghkh
kontrol, BH: Behcet hastalari)

Saglikli kontrollerin %36,1°1, Behget hastalarinin %18,2’si HLA-Bw4 negatif alt
grubu olusturmaktadir. Bu grupdaki KIR3DL1/DS1 alel dagilimi Sekil 4-9°de
verilmistir, Behcet hastalar1 ve saglikli kontroller arasindaki farklar istatistiksel olarak

anlamli degildir.

fﬂnﬁmﬂ

1502 04 005 007 008

0O SK B BH

Sekil 4-9: KIR3DL1/DS1 alellerinin HLA-Bw4 negatif gruptaki dagilimm (SK: Saghklh
kontrol, BH: Behcet hastalari)




38

4.2.3. KIR3DL1/DS1 Alellerinin HLA-B*51 ile Birlikte Degerlendirilmesi
HLA-B*51, Bw4 epitopu tasimaktadir. Bw4 pozitif alt grup HLA-B*51’e gore
simiflandirilarak degerlendirilmistir (Sekil4-1). HLA-Bw4 pozitif gruptaki Behcet
hastalarinin %72,5’1 ve saglikli kontrollerin %36,2’si B*51 pozitiftir. Bu gruba ait
KIR3DL1/DS1 alel dagilimlart Sekil 4-10’da verilmistir, dagilim farkliliklar

istatistiksel olarak anlamli degildir.

] 1Bl AT 1 ﬂ

01502 04 005 007 008

0O SK B BH

Sekil 4-10: KIR3DL1/DS1 alellerinin HLA-Bw4 pozitif B*51 pozitif alt gruptaki dagilim
(SK: Saghikh kontrol, BH: Behcet hastalar)

HLA-Bw4 pozitif gruptaki saglikli kontrollerin %63,7’si, Behget hastalarinin
%27,4’1 B*51 negatif grubu olusmaktadir. Bu grubun KIR3DL1/DS1 alel dagilimlar
Tablo 4-6’de ve Sekil 4-11°de verilmistir. KIR3DL1*001 alel sikligi Behget
hastalarinda anlamli olarak yiiksek bulunmustur (Behget hastalart %64,6 ve saglikli
kontroller %32,1; p = 0,0001; OR = 3,8; %95GA 1,8-8,1). KIR3DS1*013 alelinin
siklig1 da yine saglikli kontrollerde anlamli olarak yiiksektir (Behget hastalar1 %25 ve
saglikli kontroller %60,5; p = 0,0001; OR = 0,2; %95GA 0,09-0,5). Diger alellerin

dagilimlan arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamli degildir.
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Tablo 4-6:KIR3DL1/DS1 alellerinin HLA-Bw4 pozitif B*51 negatif alt gruptaki dagilim

KIR3DLI1/DS1 | SK % BH % p OR %95
Alelleri N=81 N=48 GA
*001 26 32,1 31 64,6 | 00001 |38 1,8-8,1
#002 16 198 |6 12,5
#01502 5 6,2 8 16,7
*004 24 29,6 7 14,6
#005 10 12,3 8 16,7
*007 4 4,9 3 6,3
*008 8 9,9 9 18,8
#013 49 60,5 12 25 0,000 |02 0,09-0,5

70

60 -

50 -
%

30 %

20 -

o ’_h J ’_I !_I

0 i
IS0 O 005 007 008 013

Sekil 4-11: KIR3DL1/DS1 alellerinin HLA-Bw4 pozitif B*51 negatif alt gruptaki dagilinm
(SK: Saghikh kontrol, BH: Behcet hastalarr)
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5. TARTISMA

Behcet hastaliginin HLA-B*51 ile iliskisi patogenezde genetik faktorlerin rol
aldiginm gosteren en giiclii bulgudur (Giil, Hajeer, Worthington, Barret ve ark. 2001).
HLA-B*51 disindaki HLA-B alellerinin Behget hastaligi ile iliskisine bakildiginda,
HLA-B*2702 aleli de Behget hastalarinda yiiksek siklikla bulunmustur (Giil ve ark.
2002). HLA-B*51 ve B#*2702 alellerinin dizileri karsilastirildiginda, 77-83.
pozisyonlardaki amino asitler arasina denk gelen, Bw4 motifinin ortak oldugu
goriilmiistiir. Bu bolgenin yeni tanimlanan 6zelligi ise KIR3DL1’i baglamasidir. Bu
calismanin ilk asamasinda inhibitor etkili KIR3DL1 yada aktive edici KIR3DS1’in
Behget hastalart ve saglikli kontrollerdeki gen icerigi, yani varligi veya yoklugu
incelenmistir. Hem HLA-Bw4 pozitif grupta hem de bu grubun HLA-B*51 negatif alt
grubunda inhibitor etkili alelleri tasiyan KIR3DL1 / KIR3DL1 genotipi, Behcet
hastalarinda artmis olarak bulunmustur. Calismanin ikinci asamasinda KIR3DL1/DS1
genine ait alellik farkliliklarin Behcget hastaliginin patogenezine olas1 katkilar
arastirilmistir. Hem tiim grup, hem HLA-Bw4+ grup degerlendirmesinde Behcet
hastalarinda KIR3DL1*001 sikligi anlamh olarak yiiksek, KIR3DS1*013 siklig1 ise
anlamli olarak diisiik bulunmustur. HLA-Bw4+ grup B*51’e gore ayrnistirildiginda,
B*51 tagimayan alt grupta bu farkliliklarin daha belirgin oldugu goriilmiistiir.

KIR gen haplotiplerini gerek saglikli toplumda, gerekse hastalik iligkilerinde
irdeleyen pek ¢ok calisma olmasina ragmen, alel bazinda inceleyen caligmalarin sayisi
nispeten azdir. Halfpenny ve arkadaslari (2004) KIR3DL1/3DS1 alellerini saglikli
kuzey Irlandali kisilerden olusan calisma grubunda incelemisler ve KIR3DL1*001,
*002, *01502, *004, *005, *007, *008, *009 ve KIR3DS1*013 alellerinin dagilimin
belirlemislerdir. KIR3DL1/DS1 alellerinin farkli popiilasyonlardaki dagilimina yonelik
genis capli bir baska c¢alisma Norman ve arkadaglar1i (2007) tarafindan
gerceklestirilmistir. Tiirk popiilasyonunun da dahil oldugu diinya ¢apindaki 28 farkli
popiilasyona ait 6rneklerin KIR3DL1/DS1 alel dagilimlart ¢ikartilmigtir. Bunlara benzer
diger calismalarda da KIR3DL1/DS1 lokusuna ait ¢ok sayida alel tanimlanmistir
(Uhrberg ve ark, 1997, Gardiner ve ark, 2001). Bu calismada, daha 6nce bildirilen bu
alellerden 9 tanesini belirlemeye yoOnelik deneyler gerceklestirilmistir. Kullamilan
metodun sinirliliklarina ragmen belirlenen aleller yukaridaki calismalarda (Halfpenny

ve ark, 2004; Norman ve ark, 2007) gosterilen dagilimlarda nispeten sik rastlanan
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aleller ile aymidir (Sekil 5-1). Calismada hi¢ saptanmamis olan KIR3DL1*006 aleli
Norman ve arkadaslarimin (2007) yaptigi calismada Afrikalilar’a 6zgii olarak

belirlenmistir.

Duymaz-Tozkar, Saghkh Kontrol Verisi

O DL+001
B DIL+002
O DLA01502
0 DLA004
H DLA005
O DL*007
H DL*008
0 DS*013

Norman ve ark. 2007 Tirk Popiilasyonu Verisi

O DLO01
B D002
0 DLO1502]
0O DLoo4
B DL 005
O DLO07
B DI008
O DSo13
H DLO20
B DL033

Halfpenny ve ark. 2004 Kuzey Irlanda verisi

O DL+001
H DLA002
0 DLA01502
0O DL+004
B DL+005
O DL*007
H DL008
0 DS*013
H DI 009

Sekil 5-1: Cesitli cahsmalardaki KIR3DL1/DS1 alel dagilimlarimin karsilastirilmasi
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KIR alelik degiskenliklerinin islevi acisindan ilk farklilik ekspresyon
diizeylerinde gozlenmistir. Gardiner ve arkadaslar (2001) tarafindan yapilan calismada,
farkli KIR3DL1 alellerinin DX9 antikorunu farkli diizeylerde bagladigi gosterilmis ve
farkliliklarin alellerin hiicre yiizeyindeki ekspresyon diizeylerinden kaynaklandig ileri
siiriilmiistiir. KIR3DL1*001, *002, *015 ve *008 alelleri DX9 antikorunu yiiksek
baglayan; KIR3DL1*005, *006 ve *007 alelleri ise DX9 antikorunu diisiik baglayan
aleller olarak bildirilmistir. DX9 antikorunu yiiksek ve diisiik baglayan alelleri
heterozigot tasiyan bireylerde ise “bimodel” olarak adlandirilan, hem yiiksek hem diisiik
baglanmanin bir arada goriildiigi ikili paternler goOsterilmistir. Ayrica bu calismada
heterozigot KIR3DL1 alellerine sahip kisilerde KIR3DL1 genlerinin, NK hiicreleri
iizerinde klonal olarak eksprese oldugu da bildirilmistir. Yani KIR3DL1 agisindan
heterozigot olan bireylerde her iki KIR3DL1 alelini birden eksprese eden NK hiicreleri,
alellerden sadece birisini veya digerini eksprese eden NK hiicreleri veya her iki aleli de
eksprese etmeyen NK hiicreleri bulunabilmektedir. Bu agidan hiicre yiizeyindeki
ekspresyon farklari NK hiicre paternin cevabi agisindan 6nem kazanmaktadir. DX9
antikorunu baglama seviyesi yiiksek olan alelleri eksprese eden NK klonlariin
sikliginin da yiiksek oldugu bildirilmistir (Yawata ve ark. 2006). Behget hastalarinda
siklig1 artmis olarak gosterilen KIR3DL1*#001 aleli DX9 antikorunu yiiksek miktarda
baglamaktadir. Dolayisi ile hiicre yiizeyinde yiiksek miktarda eksprese oldugu, bu aleli
eksprese eden NK klon sayisinin da fazla oldugu 6ngoériilebilir. Calismanin gelecekteki
asamalarinda KIR3DL1 molekiillerinin hiicre yiizeyindeki ekspresyon farkliliklarinin
belirlenmesi planmaktadir.

KIR3DL1 alelleri arasindaki fonksiyonel farkliliklar Yawata ve arkadaslan
(2006) tarafindan inhibisyon kapasitesi yoniinde incelenmis, DX9 antikorunu baglama
ozellikleri acisindan yiiksek ve diisitk KIR3DL1 alellerine sahip heterozigot bireylerin
toplam (KIR3DLI1 tasisin veya tagimasin) NK hiicreleri ile sadece KIR3DL1 tasiyan
NK hiicrelerini kiyaslanmigdir. NK hiicrelerinin inhibisyonu hedef hiicreler ile
karsilagtiklarinda {iirettikleri hiicre i¢i IFNY miktarina bakilarak degerlendirilmistir.
KIR3DL1 tasiyan hiicre popiilasyonu tek basina degerlendirildiginde KIR3DLI1 alelleri
arasindaki inhibisyon hiyerarsisi KIR3DL1*007<*020<*01502<*005<*001 olarak
belirlenmistir. KIR3DL1 tasisin veya tasimasin toplam NK hiicrelerine bakildiginda,
aleller arasindaki hiyerarsik sirada 3DL1*007<*005<*020<*01502<*001 seklinde

degisiklik olmustur. Bu farklilik yazarlar tarafindan NK klonlar1 {izerinde
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KIR3DL1*005 gibi bazi alellerin ekspresyonun diisiik olmasi ile agiklanmistir.
Incelenen KIR3DL1 alelleri arasinda inhibisyon kapasitesi en yiiksek alel
KIR3DL1*001 olarak goriilmektedir. KIR3DL1 alelleri arasinda fonksiyonel
farkliliklar1 gosteren bagka bir calisma Carr ve arkadaslarnn (2005) tarafindan
bildirilmistir. NK hiicre soylar ile yaptiklar1 calismada hem aym1 HLA molekiilii ile
etkilesen farkli KIR3DL1 alelleri arasindaki inhibisyon farkini, hem de ayn1 KIR3DL1
molekiilii ile etkilesen farkli HLA molekiillerinin ortaya ¢ikardigi inhibisyon farkini
arastirmiglardir. KIR3DL1*002 ve KIR3DL1*007 alelleri ile HLA-B*5101, B*2705,
B*1502’1 karsilagtirmiglar, KIR3DL1#¥002 alelinin ve HLA-B*5101’in daha fazla
inhibisyon yaptigimi bildirmislerdir. KIR/HLA etkilesiminde hem KIR3DL1 alelleri,
hem HLA-Bw4 alelleri fonksiyonel acidan farkliliklar yaratabilmektedir.

HLA iizerindeki peptitin molekiiler 6zellikleri de KIR ile baglanmada 6nem
tasityabilmektedir. Thananchai ve arkadaglar1 (2007) tarafindan yapilan calismada
KIR3DL1*001, *01502, *005 ve *007 alelleri ile Bw4 epitopu tasiyan HLA
molekiillerinin etkilesimi incelenmis, KIR3DL1 alelleri arasinda, viral peptitle yiiklii
tetramerlere baglanma kapasitesi acgisindan da fark oldugu belirlenmistir. Ayrica bu
baglanmanin tetramerler iizerine yiiklenen farkli viral peptitlerden etkilendigi de
gosterilmistir. Kollnberger ve arkadaslar1 (2007) tarafindan yapilan bir bagka ¢alismada
da HLA iizerindeki peptidin 6zellikle 7-8.amino asitlerinin negatif yiiklii olmasinin
KIR baglanmasim engelleyebildigi gosterilmistir. Falk ve arkadaglar1 (1995) tarafindan
yapilan caligmada B*51 alellerine 6zgii peptitler gosterilmis olmasina ragmen bugiine
kadar Behget hastaligina 6zgii peptit tanimlanmamistir. HLA-Bw4 ve B*51 iizerindeki
peptitlerin yapisal ozellikleri nedeniyle KIR3DL1/DS1 alelleri ile etkilesimi arttirmasi
veya engellemesi, bu reseptorlerin Behcet hastalifi patogenezindeki roliine agiklik
getirebilir.

Diger yandan Behget hastalarinda diisiik bulunan KIR3DS1*013 aleli
aktivasyon sinyali iletmektedir. Oysaki gen ve protein dizisi arasindaki yapisal
benzerlik nedeniyle KIR3DS1, KIR3DL1’in aktive edici aleli olarak tanimlanmigtir
(Uhrberg ve ark. 1997; Wilson ve ark. 2000). KIR3DS1 molekiiliiniin ligand1 kesin
olarak belirlenmemis olmasina ragmen, KIR3DLI1 ile molekiiler benzerlikten otiiri,
Bw4 alellerinin KIR3DS1’in de ligandi olabilecegi 6ne siiriilmektedir. HIV’1i kisilerde
KIR3DS1 / HLA-Bw4 birlikteligi ile AIDS hastaliginin yavas ilerleyisi arasinda iligki
gosterilmis, KIR3DS1 tasiyan, ancak HLA-Bw4 negatif olan kisilerde bu etki
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saptanmanustir. ki alelin birlikteligi sonucunda sinerjistik etki ortaya ciktig
bildirilmistir (Martin, Gao ve ark. 2002). Buna karsilik O’Connor ve arkadaslari (2007)
yaptiklar1 in vitro calismada KIR3DS1 ile Bw4 alellerinin etkilesmediklerini
gostermiglerdir. Yazarlar KIR3DL1 ve KIR3DSI1 arasindaki, hiicre disi ilmeklerde
bulunan az sayidaki farkliligin baglanmada onemli olabilecegini ve KIR3DS1’in farkli
bir liganda baglanabilecegini 6ne siirmiislerdir. Ayni sekilde Carr ve arkadaslarn (2007)
da yaptiklar1 caligmada KIR3DSI ile aktive olan NK hiicrelerinden IFN-y salindigini,
sitotoksik aktivitenin arttigim1 gostermisler, ancak Bw4 pozitif B*5701 transfeksiyonu
yapilan Epstain Barr viriis transforme B lenfoid hiicre soylarn ile KIR3DS1’in
etkilesmedigini ortaya koymuslardir. KIR3DS1, heniiz bilemedigimiz bir ligandi
baglayarak hiicreleri aktive ediyor olabilir veya olas1 KIR3DS1/HLABw4 etkilesiminde
HLA tarafindan sunulan peptit 6nemli olabilir.

KIR molekiillerinin infeksiyona immun yanitta 6nemli oldugu yapilan
calismalarda gosterilmistir (Martin, Gao ve ark. 2002; Khakoo ve ark. 2004). Behcet
hastalig1 ve viral infeksiyonlar arasindaki iliski tartisma konusudur. Hulusi Behget ilk
tanimlamalarinda klinik gozlemlerine dayanarak, hastaligin viral bir etiyolojisi
olabilecegini ¢6ne siirmiistiir (Behcet 1937, Behget 1940). Sezer (1953) tarafindan
yapilan bir ¢aligmada Behget hastaligina neden olan bir viriis rapor edilmis, ancak bu
viriisiin varligi bagka calismalar ile dogrulanmamistir. Daha sonra yapilan bir cok
caligmada etkili bir mikrobiyal ajan olarak HSV-1 su¢lanmistir (Eglin ve ark. 1982;
Studd ve ark. 1991). Bu viriise ait HSP’ler ile insan HSP’leri arasindaki benzerliklerden
otiirli capraz reaksiyonlarin olusabilecegi ve hastalifin patogenezinde rol alabilecegi de
One siiriilmiistiir (Pervin ve ark.1993). Dolayisi ile ¢aligmalarda one siiriilen viriisler
veya bugiin tam olarak tanimlayamadigimiz bir viriis patogenezde rol oynayabilir.
Behget hastalarinda, NK hiicresi, CD8 ya da yd T hiicresi gibi KIR eksprese eden
hiicrelerde aktivasyon fazinda baskilanma olabilir. Bazi1 infeksiyon ajanlarina karsi
yetersiz immiin yanit, bu ajanlarin dolasimdan veya hiicrelerden temizlenmesinde
gecikmeye ve infeksiyonun kaliciligina etki edebilir. Bu ajanlar nedeniyle olusan kronik
antijenik stimiilasyon hastaligin etiyopatogenezine katkida bulunabilir.

Behget hastalarinin klinik verileri ile KIR3DL1/DS1 alelleri arasindaki iliskinin
incelenmesi de bu molekiillerin hastaligin gelisimindeki roliine aciklik getirilmesine

yardimeci olabilir.
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Sonu¢ olarak, bu calismada Behget hastalarinda KIR3DL1/DS1 alelleri
acisindan artmis inhibisyon yoniinde veriler elde edilmistir. Gerek KIR3DL1 alellerinin
fonksiyonel farkliliklarn acisindan, gerekse HLA-Bw4/peptit/KIR etkilesimindeki
molekiillerin yapisal oOzellikleri acgisindan KIR3DL1/DS1 molekiillerinin  rol

oynayabilecegi mekanizmalar Behcet hastalig1 patogenezine yeni agilimlar getirebilir.
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