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OZET

PERFORIN VE SINTAXIiN11 GENLERININ AILESEL
HEMOFAGOSITIK LENFOHISTIYOSITOZIS (HLH)
HASTALIGINDAKI ETKIiLERI

Aishan Rafat YASSIN
Yiiksek Lisans Tezi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dal1
Tez Danismani Yrd. Dog. Dr. Serdar OZTUZCU
Temmuz 2013, 53 Sayfa

Ailesel hemofagositik lenfohistiositoz (FHL), dogal Katil hiicre (NK) ve sitotoksik T
lenfositlerin (CTL) asir1 gogalimi sonucu biriken ve hipersitokinemi (sitokin firtinasi) ile
birlikte hiicresel bagisikligin etkinsizlestigi otozomal resesif bir hastaliktir. FHL, T-
lenfositlerin kontrolsiiz ¢ogalmasindan kaynaklanan ciddi ve oOliimciil bir hastaliktir.
Perforin (PRF1, FHL 2), Munc13-4 (UNC14D, FHL3) ve sintaksin 11 (STX11, FHL 4)
genlerinde meydana gelen mutasyonlar ile Chr9g21.3-q22 bolgesine yerlesik (FHL 1)
heniiz tanimlanmamis gendeki mutasyonlar ailesel FHL hastaligina sebep olmaktadir.
Calismada toplam 14 FHL hastasinin periferik kanindan tuzla ¢oktiirme yontemi ile
genomik DNA elde edilmistir. Sintaksinll (STX11) ve perforin genlerinin ekzon
bolgelerinin analizi i¢in primer tasarlanmistir. Bu ekzon bolgeleri PCR yontemi ile
cogaltilarak otomatik dizileme cihazi ile STX11 ve perforin genlerinin mutasyonel taramasi
yapilmigtir. Mutasyonel ve niikleotid dizi analizi sonucu, 3 hastada sintaksinll ve perforin
genlerinin ekzon bolgelerinde 3 mutasyon tespit edilmistir. Syntaksin 11 geninin 2.
ekzonunda bir hastada AG ve CGC dizilerinin delesyonu tespit edilmistir. Ikinci hastada,
Perforin geninin 3. ekzonunda bir hastada CAC— CAT degisimi goriilmiistiir. Ugiincii
hastada ise, Perforin geninin 3. ekzonunda 7 baz giftlik (TACTGAC) bir insersiyon tespit
edilmistir. Bulunan mutasyonlar caligilan hastalarda perforin geninde 7 bazlik ekleme
tarzinda (FHL 2 varyant1) diger 2 hastada iki tip eksilme tarzinda syntaksin 11(FHL 4)
varyantlart bulunjustur. Ailesel hemofagositik lenfohistiositoz (FHL) hastaliginin
teshisinde molekiiler analiz ¢ok 6nemli bir yer tutmaktadir ve Sintaksinll ve perforin
genlerinde meydana gelen mutasyonel degisimlerin yol ag¢tigi gen iriin bozuklugunun
hastaligin gelismesi ve seyrinde 6nemli oldugu diger ¢alismalarla birlikte bu calisma ile
ortaya konulmustur.

Anahtar sozciikler: FHL, Dizin Analizi, Perforin varyanti, STX11 varyantlari, Mutasyonel
Tarama.



ABSTRACT

PERFORIN AND STX11 EFFECT IN (FHL) FAMILIAL
HEMOPHAGOCYTIC LYMHOHISTIOCYTOSIS

Aishan Rafat YASSIN
Master of Science Thesis, Department of Medical Biology
Supervisor: Ass. Prof. Dr. Serdar OZTUZCU
July 2013, 53 pages

Familial hemophagocytic lymphohistiocytosis (FHL) is an autosomal recessive disorder
caused by immune dysregulation with hypercytokinemia (cytokine storm) which leads to a
defective natural killer cell (NK) and cytotoxic T lymphocyte (CTL) development. This is
severe and fatal syndrome because of uncontrolled activation and proliferation of T-
lymphocytes. Mutations in perforin (PRF1, FHL 2), Muncl13-4 (UNC14D, FHL3) and
SINTAX 11 (STX11, FHL 4) genes cause Familial Hemophagocytic Lymphohistiocytosis
disease. Genomic DNA of 14 patients was obtained from their peripheral blood by using
standart salting out DNA isolation technique. Primer designs of perforin and syntaxin genes
were made to analyze the exons of both genes. After amplification of exonic region of
STX11 and perforin genes, mutational screening of STX11 and perforin genes was done
using automatic sequence analysis. Mutational and nucleotide sequence analysis of the
exons revealed three mutations found in three patients in their perforin and syntaxin 11
genes. In one patient, AG and CGC nucleotide sequence deletions of second exon of
STX11 gene was detected. In the second patient, CAC— CAT exchange was identified in
the third exon of perforin gene. In the third patient, insertion of 7 nucleotide sequences
(TACTGAC) was detected in the third exon of perforin gene. Molecular analysis plays an
important role in the diagnosis of Familial Hemophagocytic Lymphohistiocytosis (FHL)
disease. Detection of perforin and STX11 mutations deserve importance in this respect.

Key words: FHL, gene sequencing, Perforin variant, STX11 variants, mutational

screening.



1. GIRIS ve AMAC

Hemofagositoz, T lenfositlerinin asir1 ¢ogalmasi ve kontrolsiiz islevinden kaynaklanan
asirt makrofaj etkinligi ile birden c¢ok zararli durumlara yol acan ciddi ve genellikle

oldirtict bir hastaliktir (1).

Hemofagositozun klinik gostergeleri, norolojik belirtiler, kan pihtilasma bozukluklari ve
normal olmayan uzun sureli ates durumlaridir (2,3). Hemofagositoz hastaliginda en fazla

etkilenen organlar karaciger, dalak, lenf diigimleri, kemik iligi ve merkezi sinir sistemidir

(4).

Genel olarak HLH hastaligi, hemofagositoz altinda yatan etiyolojik nedenlere gore genetik

(primer) ve sonradan kazanilmis (sekonder) olarak iki sinifa ayrilmaktadir (5).

Ailesel HLH lenfosit sitotoksisitesi ile iligkili genlerde meydana gelen mutasyonlara gore
smiflandirilir (6-7). Buna gore perforin genindeki mutasyonlar FHL2 hastaligina, Munc13-
4 genindeki mutasyonlar FHL3 hastaligina, sintaksinll genindeki mutasyonlar FHL4
hastaligina, STXBP2 (Munch 18-2) genindeki mutasyon ise FHLS5 hastaligina neden
olmaktadir (6-7). Chr9g21.3-q22 bolgesine yerlesik heniiz tanimlanmamis bir gen FHL1
hastaligina neden olmaktadir (6-7).

HLH hastaliginda 1999 yilinda Stepp ve arkadaglar tarafindan ilk tanimlanan perforin gen

mutasyonunun ardindan giiniimiizde belirli mutasyonlar tanimlanmistir (5).

Bununla birlikte simdiye kadar populasyon gruplarina bagli olarak HLH hastaliginin

patogenezi tam olarak bilinmemektedir (8).

HLH hastaliginda, genetik bozukluklarin sitolitik salgr yolaginda 6nemli rol oynayan
proteinlerin hasarma yol agtigi kesin olarak bilinmektedir (9). Bu yolak igerisinde perforin
ve granzim igeren graniil sitolitik hiicreleri (NK ve sitotoksik T hiicreleri) ile hedefleri
arasinda baglanti gergeklesmektedir (9). Ayni proteinlerin bazilart melanozom gibi diger

graniillerin taginmasinda 6nemlidir (9).



Son zamanlarda, 10. kromozomun 22 ve 23. bolgesinden kodlanan perforin geninin
hiicresel sitotoksisitede 6nemli olan temas porunun olusmasi ve graniillerin hedef hiicreye

aktarilmasinda ciddi bir gorevi oldugu agiga ¢ikmustir (5).

Otozomal resesif gegisli bir hastalik olan Ailesel HLH hastaliginin teshisi, PRF1,
UNC13D, STX11 ve STXBP2 gibi genlerde meydana gelen mutasyonlar saptanarak
belirlenebilir (10).

STX11 geninde meydana gelen mutasyonlar genellikle Tiirk kokenli hastalarda
goriilmektedir (11-13).

Yapilan bu tez ¢aligmasinda ailesel hemafagositik lenfohistiyozis (FHL) hastalig1 olan bir
grup hastadan kan ornekleri toplamay1 hedefledik. Daha sonra, toplanan kan 6rneklerinden
DNA elde etmeyi amagladik. Sonrasinda, elde edilen kalip DNA kullanilarak perforin ve
sintaksin 11 genlerinin ekzon bolgelerine gore tasarlanan sentetik primerler ile PCR
yontemi kullanilarak perforin ve sintaksin 11 genlerinin ekzon bdlgeleri ¢ogaltilmayi
hedefledik. Perforin ve sintaksin 11 genlerinin ekzon bolgeleri ¢ogaltildiktan sonra, dizin
PCR’1 yapilarak her bir hastanin perforin ve sintaksin 11 genlerinin ekzon bdlgeleri igin

mutasyon taramasi yapmay1 amagladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Hemofagositik lenfohistiyositozis

Hemofagositik lenfohistiyositozis (HLH) ender rastlanan 6liimciil bir hastaliktir (2,14-17).
HLH hastaligi immiin bir diizensizliktir (2,14-17). T lenfositler ve makrofajlarin asir1 ifade
edilmesi ve yangisal sitokinlerin (interferon-gama (INF-y), interlokin-1 (IL-1), interl6kin-6
(IL-6), tiimor nekroz faktorii (TNF) gibi) bol miktarda iiretimi bulunmaktadir (2,14-17).
HLH, ailesel (primer) ve sekonder HLH olmak {izere iki ana gruba ayrilir (2,14-17). Her iki
gruptaki klinik bulgular aymidir (2,14-17). Ates, hepatosplenomegali, pansitopeni,
lenfodenopati en sik rastlanan bulgulardir (2,14-17).

Ailesel HLH (Familial Hemafagositik lenfohistiyositozis; FHL) otozomal resesif kalitim
gostermekte ve genellikle 0-2 yas arasinda goriilmektedir (2,14-20). Sekonder HLH ise
genellikle viral enfeksiyonlar sonucunda olusmaktadir (2,14-20). Bu nedenle, sekonder
HLH “virus iliskili hemofagositik sendrom” olarak da adlandirilmaktadir (2,14-20). Virus
disinda bakterilerin, mantarlarin ve protozoal enfeksiyonlarin da HLH hastaligina neden
olmasindan dolayr hastaligin ismi “enfeksiyon iligkili hemofagositik sendrom” olarak
degistirilmistir (2,14-20). Sistemik lupus eritamatozus, romatoid artrit gibi kollajen doku
hastaliklarina bagl gelisen HLH’lar sekonder HLH grubunun igerisinde yer almaktadir
(2,14-20). Cesitli sebeplerden kaynaklanan bazi immun yetmezlikler de HLH hastaligina
neden olmaktadir (2,14-20).

2.1.1. Epidemiyolojisi

HLH hastaligi her yas araliginda goriilebilmektedir (3,15,16,21). Ailesel HLH hastalig
yiiksek oranda gocukluk doneminde tespit edilmektedir (3,15,16,21). Sonradan kazanilan
HLH (sekonder) ise her yas doneminde goriilebilmektedir (3,15,16,21). Ailesel HLH
otozomal resesif kalitimla gecis gosteren bir hastalik oldugu i¢in akraba evliliginin yiiksek
oldugu toplumlarda gériilme sikligi daha yiiksektir (3,15,16,21). Ornegin; Tiirkiye’de
ailesel HLH hastaliginda perforin gen mutasyonu normalden daha sik goriilmektedir

(3,15,16,21).



HLH kadin ve erkeklerde benzer oranda bulunmaktadir (15-16,22). HLH hastaliginin
goriilme siklig1 yilda milyonda 1,2 vaka olarak tespit edilmistir (15-16,22). Ayrica, 50 bin
dogumda bir HLH hastasina rastlanmaktadir (15-16,22). Son zamanlarda, sonradan

kazanilan HLH hastaliginin daha iyi tanimlanabilmesi sonucu HLH goriilme siklig1 gittikge

artmaktadir (15-16,22).

HLH hastalarinda ayrica eritrosit, 10kosit, trombosit ve dogal katil (NK) hiicrelerin sayisi
azaldigindan dolayr da immun yetmezlik meydana gelmektedir (15-16,22). Sonradan
kazanilan HLH hastaligina neden olan mikroorganizmalar Tablo 2.1°’de gosterilmektedir.
Pediatrik Hematoloji Dernegi, Tiirk Histiosit Grubu’nun 6 merkezden gelen sonuglara gore
elde ettigi sonradan kazanilan HLH hastaligina neden olan hastaliklar Tablo 2.2°de

gosterilmistir.



Tablo 2.1. Sonradan kazanilan HLH hastaligina neden olan yangi etkenleri (15).

Virus EBV HIV
CMV Kizamik
Adenovirus Kizamikgik
Hepatit A,B,C Human herpes virus 6 ve 8
Herpes simplex Influenza
Parvovirus B-19 Parainfluenza
Varisella

Bakteri Brucella melitensis Salmonella typhi
Mycobacteria tuberculosis ~ Coxiella burnetii
Chlamydai psittaci Ehrlichia sp.
Chromobacterium
violaceum Mycoplasma pneumoniae
Orientia tsutsugamushi Rickettisia conorii
Borrelia burgdorferi Leptospira sp.

Mantar Aspergillus sp. Candida albicans
Cryptococcus neuformans  Histoplasma capsulatum
Penicillium marneffei Pneumocystis carini

Parazit Leishmania sp. Toxoplasma gondii

Trychophyton beiglii
Babesia microti

Plasmodium falciparum
Stongyloides stercoralis




Tablo 2.2. Sonradan kazanilan HLH hastaligina neden olan enfeksiyonlar ve diger
hastaliklar (15, 23).

Enfeksiyonlar % Diger Hastahklar %
EBV 11,8 SLE 2
Parvovirus 7,8  Ulseratif kolit 2
Brucella 5,9 Psoriatik artrit 2
Borellia Burgdoferi 2 Aplastik anemi 2
Leishmania 2 Akut lenfoblastik 16semi 23,6
Tuberkiiloz 2 Nedeni bulunamayan 13,8
Candida 2

Kirim Kongo Hemorajik Atesi 2

Hepatit A virusii 2

Rubella 2

2.1.2. Patofizyolojisi

HLH hastaliginda karaciger, lenf diigiimii, dalak, kemik iligi, deri gibi dokularda monosit,
makrofaj, histiosit etkinligi ve ¢ogalmasi sonucu lokosit, eritrosit ve trombositlerin
azalmasi ile klinik bulgular tespit edilmektedir (10,15,24-26). HLH hastaliginin altta yatan
patofizyolojisi son yillarda c¢ok¢a calisilan bir konudur (10,15,24-26). Immunojen
hiicrelerinin yetersiz programli hiicre 6liimii (apoptozis) ve makrofaj etkinligi ile aktif T
hiicrelerinin ¢ogalmasi sonucu uygun olmayan tepkimelerin olusmasi son yillarda kabul
edilen bir goristir (10,15,24-26). Ancak, kesin olarak bu mekanizma agikliga
kavusamamistir (10,15,24-26). Ozellikle, ailesel HLH hastaliginda perforin geninde
meydana gelen mutasyonlar sonucunda NK hiicrelerinin etkinligindeki azalmanin HLH’a
sebep oldugu bildirilmektedir (3,5,15,21,27,28).

Perforin geni 10. kromozomun uzun kolunun (q kolu) 22. bolgesinde bulunan sitotoksik
Ozellige sahip bir proteini kodlayan bir gendir (3,5,15,21,27,28). NK hiicreleri etkin hale

geldiginde, Perforin proteini granzim iceren kesecikleri salgilayarak hedef hiicre zarinda
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porlar olusturmaktadirlar (3,5,15,21,27,28). Bu sekilde hiicrenin proteinlerinin yikimina ve
parcalanmasina neden olmaktadir (3,5,15,21,27,28). Perforin geni eksiltilen (knockout)
deney hayvanlarinda hiicre i¢i patojenlere karst savunma bozuklugu gorildiigi
bildirilmistir (3,5,15,21,27,28). Ailesel HLH teshisi konulan hastalarin yaklasik olarak %
20-30’unda perforin gen mutasyonu tespit edilmistir (3,5,15,21,27,28).

HLH hastaliginda NK hiicre etkinligi azalmaktadir (10,15,25,26). Ancak, T hiicrelerinin
islevsel hale gelmesi sonucu asir1 miktarda sitokin iiretimi ger¢eklesmektedir (10,15,25,26).
IFN-y, IL-1, IL-6, TNF-a ve graniilosit makrofaj uyarici faktorii (GMSF) artis1 ve makrofaj
etkinligi ile olugan asir1 inflamatuar yanit gergeklesmektedir (10,15,25,26).

2.1.3. Ayiric1 Tam

HLH hastalignin tanisinin tam olarak belirlenebilmesi igin tani kriterleriyle Ortlismesi
gerekmektedir (15). Birgok HLH vakasi dikkatli incelenmediginden dolay1 gercek tani
konulamayabilir ya da sepsis (kan zehirlenmesi) gibi yanlis tanilar konulabilir (15). HLH
hastaliginin teshisinde kullanilan klinik ve laboratuar bulgular1 ayrintili bir sekilde Tablo
2.3’te gosterilmektedir.

Tablo 2.3. HLH hastaliginda klinik ve laboratuar bulgular (15).

Klinik bulgular % Laboratuar bulgular %
Ates 60-100 Anemi 89-100
Splenomegali 35-100 Trombositopeni 82-100
Hepatomegali 39-97 Notropeni 58-87
Lenfadenopati 17-52 Hipertrigliseridemi 59-100
Dokiintii 3-65 Hipofibrinojemi 19-85
Norolojik bulgular 7-47 Hiperbilirubinemi 74




HLH hastaligmmin teshisi Histiosit Dernegi’nin HLH-94 ve HLH-2004 numaral
caligmalarina gore yapilmaktadir (29). HLH hastaliginin tanisi i¢in yukaridaki testlerde
bulunan 8 kriterden 5’inin tanisi gereklidir (Tablo 2.4) (29).

Tablo 2.4. Hemofagositik lenfohistiyositoz tani kriterleri (2004) (29).

Major Kriterler

» Ates

* Splenomegali

* >2 hiicre serisini etkileyen sitopeni
—Hb <9 g/dl veya

— Trombosit <100 bin/ul veya

— Mutlak nétrofil sayist <1000/ul

* Hipertrigliseridemi veya hipofibrinojenemi
— Trigliserid >265 mg/dl veya

— Fibrinojen <150 mg/dl

» Hemofagositoz

— Kemik iligi

— Dalak

— Lenf diigiimii

- BOS

Alternatif kriterler
* NK aktivitesinin yoklugu ya da azalmasi
* Serum ferritin >500 ug/dl
* sIL2R (CD25) >2400 U/ml
Tam

* 5 major kriter
* Alternatif kriterlerden 1.’si ya da 2+3 bir major kriter yerine
gecebilir.

Splenomegali, ates, en az iki hiicreyi etkileyen hipertrigliseridemi, sitopeni, veya
hipofibrinojenemi ve hemofagositozdan olusan 5 ana kriter tani i¢in gerekli goriilmektedir

(30). Doku 6rneklemesi ile tan1 yapmak miimkiindiir (30).
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2.1.4. Klinik bulgular

HLH hastaliginin en belirgin bulgular ates, hepatosplenomegali ve sitopenidir (2,14-17).
HLH hastalig1 bulunan kisilerde bir haftadan uzun siire 38,5 °C’nin iizerinde ates gdzlenir
(2,14-17). Baz1 durumlarda ise sarilik hastaligina da rastlanabilmektedir (2,14-17). HLH
hastalarinin genellikle % 65’inde 6zgiil olmayan dokiintii gozlenmektedir (2,14-17). Bunun
disinda ataksi, konvulsiyon, hemipleji, mental durum bozukluklar1 gibi norolojik belirtiler
kaydedilmistir (2,14-17). Istahsizlik, halsizlik, kilo kaybi gibi belirtiler de HLH
hastalarinda gortilebilmektedir (2,14-17).

2.1.5. Oliim orami (Mortalite)

Modern tedavi yontemleri uygulanmadan once, ailesel HLH ¢ocuklarinin yillik sagkalim
oranlar1 sifira yakindi (17). Ilk tedavi protokolii HLH-94’ten sonra, hemapoetik hiicre
transplantasyonu sonrasinda FHL olan hastalarda % 62 sagkalim ve % 55 genel sagkalim

orant ile sonuglanmistir (31).

Sonradan kazanilan HLH hastaligi i¢in 6liim oram1 % 8 ile % 22 arasinda degismektedir
(32). Geri doniisiimii olmayan doku hasarin1 6nlemek amaci ile ister primer ister sekonder

olsun ¢oklu teshis ile derhal tedaviyi gerektirmektedir (32).

2.2. HLH’nin siniflandirilmasi

HLH hastalig1 genetik (ailesel HLH; FHL) ve sonradan kazanilan (sekonder) olmak {iizere
iki gesittir (33-35).

2.2.1 Ailesel HLH (FHL)

Genetik HLH, immun yetmezlik sendromu ve ailesel tiirlerine gore siniflandirilmigtir
(5,27,35-37). Ailesel ve immun yetmezlik durumlarina gore siniflandirilan FHL
hastaliginin alt tipleri, mutasyon goriilen genler ve mutasyonun kromozomdaki yerleskesi

Tablo 2.5’te ayrintili bir sekilde gosterilmistir.
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Otozomal resesif bir hastalik olan FHL hastaliginin 5 adet alt tipi bulunmaktadir (FHLI,
FHL2, FHL3, FHL4, FHL5) (5,27,35-37). Bu alt tiplendirme lenfosit sitotoksititesi ile
iliskili proteinleri kodlayan genlerdeki farkli mutasyonlarla iliskilendirilmistir (5,27,35-37).

Tablo 2.5. HLH hastaliginin genetik tiirleri (35).

(1) Ailesel hemofagositik lenfohistiyositizis (FHL)

Alt tipi Gen Mutasyonun yerleskesi
FHL1 bilinmiyor 9921.3-22
FHL2 PFR1 10g21-22
FHL3 UNC13D 17925
FHL4 STX11 6924
FHL5 STXBP2 19p13
(2) immun yetmezlik hastalig
Hastahk Gen Mutasyonun yerleskesi
Chédiak-Higashi hastalig: LYST 1942.1-42.2
Griscelli hastalig1 2 RAB27A 15921
X’e bagl lenfoproliferatif hastalik SH2D1A XQq24-26
XIAP Xq25

Yapilan bir arastirmaya gore, Isveg’te her yil FHL hastaligiin gériilme siklign 100 binde
0,12 olarak bildirilmektedir (3,35). FHL hastaligi, % 80 oraninda bebeklerde ortaya
¢ikmakta olup, nadiren de olsa yetiskinlerde de ortaya ¢ikabilmektedir (3,35).

Sitotoksik T ve dogal oldiiriicii hiicre etkinligi, FHL hastalarinda siirekli diisiik veya hi¢
bulunmamaktadir (21,38-41).

Perforin (PRF1, FHL 2), Munc13-4 (UNC14D, FHL3) ve sintaksin 11 (STX11, FHL 4)
genlerinde meydana gelen mutasyonlar ailesel HLH hastaligina sebep olmaktadir
(5,27,36,42). FHL hastalarinda goézlenen PRF1 ve UNC14D mutasyonlar1 sirastyla cografi
bolgelere bagli olarak degismekle birlikte % 15-50 ve % 15-25 oraninda bulunmaktadir
(5,27,36,42). STX11 mutasyonlar1 ise Tiirkiye kokenli olup, FHL hastalarinin yaklasik %
20’sinde goriilmektedir (12,42).
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2211.FHL1

FHL hastaliginin genetik belirtecleri uzun yillar aragtirilmis, kromozomal anormallikler ¢ok
biiyiik ¢aligmalar yapilarak arastirilmistir (1,43). Fakat yine de, FHL hastaliginin genetik
belirtegleri tam olarak agikliga kavusamamustir (1,43). Son birkag yil i¢erisinde yapilan bir
calismada, Pakistan asilli dort akraba FHL hastaligina sahip aile tizerinde 9. kromozomun
uzun kolunun 21.3 bolgesinde FHL 1 yeri (locus) tespit edilmistir (1,27). Ancak, bu
bolgedeki hasar herhangi bir gen ile iliskilendirilememistir (1,27).

2212.FHL 2

FHL hastaligina neden olan sebeplerden birisi sitolitik etkinligin énemli elemanlarindan
perforin proteinin (Prfl) yapisal bozuklugu olup perforin geninde gelisen mutasyonlarla
ilgilidir (1,5). Prfl sitolitik graniillerin ana proteinlerinden birisidir. Sitolitik etkinlikli T
hiicresi ve NK hiicrelerinin hedef hiicrelerinin zarlarinda delik (por) olusturulmasinda rol
oynayan proteinlerden birisidir (1,5). Insan perforin geni 555 amino asit kodlayan, ekzon 2
ve ekzon 3 olmak iizere 3 adet ekzon igereren bir gendir (1,44). Yani ekzon 1 herhangi bir
amino asidi kodlamamaktadir (Sekil 2.2) (1,44). Perforin geni FHL 2 hastalig1 ile
iligkilendirilmistir (1,44). FHL 2 hastaligina sebep olan perforin geninde olusan
mutasyonlar, ciddi 6l¢iide lenfosit dengesinin bozulmasina sebep olarak hemofagositik
hastaliginin gelismesine neden olmaktadir (1). Simdiye kadar tespit edilen perforin gen
mutasyonlart lenfositlerin graniil bagimli sitotoksik islevini etkiledigi i¢in perforinin

hemafagositik hastaligindaki roliinii agik¢a gostermektedir (1).

2.2.1.3.FHL 3

FHL 3 hastalig1 olan hastalar, perforin gen mutasyonu olan FHL 2 hastalariyla ¢ok sayida
ortak oOzellik igermektedirler (1,27). Ancak FHL 3 hastaligina sahip olan bireylerde,
perforin geninden bagimsiz olarak lenfosit sitotoksik bozukluklar1 meydana gelmektedir
(1,27). FHL 3 hastaligit Munc13-4 UNC13 ailesine mensup olan hMunc13-4 proteinini
kodlayan UNC13D geninde meydana gelen mutasyonlarla iliskilendirilmistir (1,27).
UNC13D geni 123 kDa protein kodlayan 32 adet ekzon igermektedir (1,27). Litik
graniillerin ekzosistosis yoluyla hiicreler arasi saliniminda temel gorevi olan bir protein
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olup ekzosistosis esnasinda vezikiillerin olgunlagsmasi ve sitolitik graniillerin saliniminin
diizenlenmesinde islevsel bir 6zelligi vardir (1,27). Bu proteinin C ucundaki C2 bolgesi
vezikiil olgunlasmasi ve salmimin diizenlenmesi islevinde yer alir (1,27). Ozellikle C2

bolgesinde olabilecek mutasyonlar hiicresel bagisiklik sisteminin etkinligini azaltacaktir.

22.14.FHL 4

Son zamanlarda diger ailesel FHL hastaligina sebep olan mutasyonlarin yaninda sintaksin
11 gen mutasyonu sonucu olusan FHL 4 hastalig1 tespit edilmistir (11,36). Son yapilan bir
caligmada, 6 FHL ailesinden alinan 6rneklerle SNARE proteinini kodlayan STX11 geninde
¢esitli mutasyonlar tespit edilmistir (11,36). STX11 geni fagositlerde ve antijen sunan
hiicrelerde ¢cok miktarda ifade edilmekle birlikte, FHL hastaliginin olusumundaki rolii tam
olarak agikliga kavusmamis olmakla birlikte (11,45). STXI11 ifadesindeki artis Fc
almaciin tetikledigi salinimi arttirdigi ve buna bagli olarak hiicre aracili hiicre 6liimiinii
tetikledigi ve STX 1’in baskilandigi durumlarda ekzosistosisin de durdugu bulunmustur
(46). Arneson ve ark (2007) kendi ve diger ¢alismalar birlikte degerlendirildiginde hiicre
aracili sitotoksisitenin gelisimi sirasinda hiicre i¢i vezikiil gbg¢iiniin diizenlenmesindeki
islevi ile STX11 dogal katil hiicrelerin ve etkinlestirilmis CT limfositlerin islevini

diizenledigini yorumlamaktadirlar (46).

2.2.15. FHL5

FHL 5 hastaligina Sintaxin baglayict protein 2 (STXBP2; syntaxin binding protein 2)’de
meydana gelen mutasyonlar neden olmaktadir (37). STXBP2 proteini hiicre igi trafigin

diizenlenmesi ve SNARE bilesiminin kontroliinden sorumlu bir proteindir (37).

2.2.2. Sonradan kazanillan HLH (sekonder HLH)

Sonradan kazanilan HLH hastalig1 genellikle ¢ocuk yaslarda ortaya ¢ikmakla beraber, her
yasta ortaya ¢ikabilmektedir (19,35,47). Gliniimiizde sonradan kazanilan HLH hastaliginin

goriilme sikligina dair kesin veriler bulunmamaktadir (19,35,47). Fakat toplum temelli
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yapilan bir ¢aligmada, sonradan kazanilan HLH hastaliginin goriilme sikliginin yilda 280

binde bir ya da 100 binde 0,36 oldugu bildirilmistir (48).

Sonradan kazanilan HLH hastalig1 genellikle bircok viriisle iligkili olmasina ragmen,
hastaligin yaklagik olarak % 50°si Epstein-Barr viriis (EBV) enfeksiyonlar ile
iliskilendirilmistir (47,49). Sitomegalo viriis (CMV), adenoviriis, herpes simplex viriis
(HSV) , varicella-zoster virlis (VZV), influenza viriisleri, hepatit viriisleri ve HIV gibi
viriislerde sonradan kazanilan HLH hastaligi ile iligkilendirilmistir (47,49). Bununla
beraber parazitik, mantar ve bakteriyel enfeksiyonlar da sonradan kazanilan HLH
hastaligina yol agabilmektedir (47,49).

2.3. Perforin (PRF1) Geni

FHL hastaligina neden olan tanimlanan ilk gen PRF1 genidir (5). PRF1 geni 555 amino
asidi kodlayan Ekzon 2 ve Ekzon 3’ten olusmaktadir (44). PRF1 geninin linci ekzonu
herhangi bir amino asit kodlamamaktadir (44). Perforin proteini endoplazmik retikulumun
liimeni igerisinde pargalanabilen 21 amino asitlik bir dnder peptid dizisi bulundurmaktadir
(44).

Perforin proteini 70 kDa olup, islevsel olmayan Onciil bir yapida sentezlenmektedir (50).
Karboksil (C) ucunda bulunan asidik bir bélgeden kesilerek, 60 kDa’lik islevsel yap1 elde
edilmektedir (Sekil 2.2) (50).

PRF 1 geninin ekzon, intron ve kodlanan bdlgelerinin baz uzunluklar1 Tablo 2.6’da ayrintili

bir sekilde gosterilmektedir (50).

Perforin P1, PFP, FLH2, PFN1 ve HPLH2 olarak da bilinmektedir (51).
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Tablo 2.6. PRF 1 geninin ekzon, intron ve kodlanan bolgelerinin baz uzunluklari (51).

Aralik (5'ten 3" e) Uzunluk (bg)

Ekzon Kodlanan Ekzon Kodlanan intron
72362531-72362401 131 1738
72360662-72360120 72360658-72360120 543 539 1182
72358937-72357104  72358937-72357809 1834 1129

Perforin geninin kromozomal yerleskesi Sekil 2.1’de gosterilmektedir (51).

543k Fowar strand:

T35 M 1236 Mb 1236 M 1236 Mb 12311

(o
Genes (Merged £...

- u
<PRF1-01

1235 Mb 1236 b 1236 M 11360 1237
~aReverse strand B4k

Gene Legend I proten coding merged Ensembl/Havana

Sekil 2.1. Perforin geninin kromozomal yerleskesi (52).

Perforin, sitolitik T lenfositleri ve dogal o6ldiiriicii hiicreler tarafindan ifade edilmektedir
(53). Litik graniillerin salinmasinin ardindan, perforin hedef hiicrelerinin zarlarinda, C9
bilesenine benzer por benzeri bir yap: olusturmak {izere oligomerlestigi diistiniilmektedir

(53). Fakat bu model, deneysel olarak kesinlige kavusamamustir (53).
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Ailesel HLH hastalariin yaklagik olarak % 50’sinden fazlasinda perforin gen mutasyonu
tespit edilmistir (54). Bu mutasyonlar anlamli, anlamsiz ya da mikrodelesyon seklinde
olabilmektedir (54). Bu mutasyonlar C9 boélgesinin icerisinde zarlar arasi gecis bolgesinde

bulunan dizi boyunca dagilmaktadirlar (54).

Perforin geninde goriilen bazi mutasyonlar genellikle akraba evliliklerinin yaygin oldugu

toplumlarda daha sik goriilmektedir (54).

C9 homoloji
Kesilen kisim

MAC | s
{2 Vo179 V 43 535 A 55

5UT| § Gy | (30T
Voo

TV 04000004444 A0
" 000

Sekil 2.2. Ailesel HLH hastaliginda perforin geninde meydana gelen mutasyonlarin
Perforin proteinindeki yerlerinin gosterilmesi (1).
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2.3.1. Perforin Proteininin C2 Bolgesi (Domain)

Perforin, C-ucunda lenfosit aracili sitotoksitite olarak rol oynayan bir C2 bdlgesi
icermektedir (55-57). Perforin genindeki mutasyonlar FHL2 ‘ye yol agmaktadir (55-57).
Perforinin iglevi, kalsiyuma bagimli C2 bolgesi ile hedef hiicrelere baglanmaktadir (55-57).
C2 bolgelerinin ¢ogu hiicrelerarasi proteinler, inositol polifosfatlar ve fosfolipitler gibi

genis yelpazedeki maddeleri i¢eren kalsiyum bagimli zar hedef modiilleridir (55-57).

2.3.2. Perforin proteinin zar atak bilesim bolgesi (The membrane attack

complex/perforin; MACPF)

Zar atak bilesimi bolgeleri  (The membrane attack complex/perforin) bitkilerde,
mantarlarda, memelilerde ve bakterilerde korunmustur (58). Bu terim, ilk zamanlarda
perforin ve bes tane kompleman sistem (C6, C7, C8-alfa, C8-beta ve C9) igin ortak olarak
kullanilmistir (58). Bu molekiiller dogal ve sonradan kazanilmis bagisiklikta ¢cok 6nemli bir
islev gosterirler (59). MAC ailesi proteinleri ve perforin, bilinen litik por olusturan
proteinlerdir (59). Patojen enfeksiyonlarina karsi, zar hiicum karmasimi olarak bilinen bu

yapi, zarlar arasi kanallar1 olustururlar (59).
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2.4. Sintaksinll (STX11) Geni

STX11 geni, sintaxin ailesi tiyesi tarafindan kodlanmaktadir (11-13). Sintaksinler, hiicre i¢i

keseciklerin taginmasi ve hedeflenmesi ile iliskilidirler (11-13). Bu aile tiyeleri, golgi ag1 ve

ge¢ endozomlar arasindaki protein gegisini diizenlemektedirler (11-13). STX11 geninde

meydana gelen mutasyonlar ailesel HLH hastaligi ile iliskilendirilmistir (11-13).

Sintaxinll geninin kromozom {izerindeki yeri Sekil 2.3’te gosterilmektedir (60).

STX11, FHL4, HLH4 ve HPLH4 olarak da bilinmektedir (60).

Chr B
=
= ] o M o 0 o = M =
I I\ fodd o NN N I."'J T F 0 W
! iy A LV Y - I | H dd+
o ") 2 4o a2 2 T oTT T

qls .S
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Sekil 2.3. Sintaksinll geninin kromozom {izerindeki yeri (60).

g2z .31

NEN WE M T

STX11 geni iki ekzondan olusmaktadir (11-13). STX11 geni 37 kb’lik bir araligi
kapsamaktadir (11-13). STX11 geninin sadece ikinci ekzon bolgesi kodlanmaktadir (11-13).
STX11 geninin ekzon- intron bilgileri Tablo 2.7°de gosterilmektedir.

Tablo 2.7. STX11 geninin ekzon-intron bilgileri (61).

Aralik (5' ten 3' e) Uzunluk (bg)

Ekzon Kodlanan Ekzon Kodlanan |intron
144471654-144471840 187 35919
144507760-144513076 144507765-144508628 5317 864
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/224589818?from=144471841&to=144507759&report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/224589818?from=144507760&to=144513076&report=fasta
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/224589818?from=144507765&to=144508628&report=fasta

2.4.1. Sintaksin 11 proteininin N-Ucu bolgesi

Sintaksinler presinaptik plazma zari ile sinaptik vezikiillerin baglanmasinda rol oynayan
sinir sistemine Ozgii proteinlerdir (55-57). Sintaksinler Habc olarak isimlendirilen iyi
korunmus antiparalel ti¢lii sarmal seklinde bir amino bolgesi igermektedir (55-57). Bu

bolge karboksil ucuna yaklasik 30 aminoasit ile baglanmaktadir (55-57).

2.4.2. Coziinebilir NSF bagh protein almag¢ bolgesi (Soluble NSF (N ethlymaleimide
sensitive fusion protein)- Attachment protein (SNAP) Receptor domain)

Alfa- sarmal motifleri biikiilmiis ve paralel heterotetramerik sarmal demetleridir (55-57).
Ana bilesim kese zarina siki sikiya bagli sarmal bir sekilde protein (synaptobrevin), hedef
zardaki sarmal protein (syntaksin) ve hedef zara sabitlenmis iki sarmal protein igerir
(SNAP-25) (55-57).

Sekil 2.4’e gore perforin 1 geni serglycin (SRGN) geni ve granzyme B (granzyme 2,
cytotoxic T-lymphocyte-associated serine esterase 1) geni ile fiziksel etkilesim
gostermektedir (62). Syntaksin 11 geni ise FHL5 geni (four and a half LIM domains 5) ile
fiziksel etkilesim gostermektedir (62).

Perforin 1 geni, granzim A (granzyme 1, cytotoxic T-lymphocyte-associated serine esterase
3), granzyme B, STAT4 (signal transducer and activator of transcription 4), IL2RB
(interleukin 2 receptor, beta) ve NKG7 (natural killer cell group 7 sequence) ile ayni
yolakta yer almaktadir (62).

Syntaksin 11, NKG7 ve SRGN ile birlikte yerlesim gostermektedir (62). Granzim A,
granzim B ve granzim H (cathepsin G-like 2, protein h-CCPX) ortak protein bolgeleri
(domain) igermektedir (62).

Sekil 2.4’e gore STX11 ve perforin genleri birlikte ifade edilmekle birlikte STX11 proteinin
bu semadaki FHLS5 geni hari¢ diger proteinlerle fiziksel etkilesim gostermemesi STX11’in

hiicre i¢i yerlesimi ve etki mekanizmasinin farkli oldugunu gosterir (62).
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Sekil 2.4. Gene Mania veritabani ile perforin ve sintaksin 11 genlerinin arasindaki iligkinin
gosterilmesi (62).

* Birlikte ifade edilmesi % 37,73
* Fiziksel etkilesim % 32,73
* Yolak % 6,73
* Birlikte verlesim % 5,32
* Paylasilan protein bélgelert % 0,98
* Genetik etkilesim % 0,36
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Hasta Grubunun Olusturulmasi

Bu tez c¢alismasinda, Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi, Sahinbey Arastirma ve

Uygulama Hastanesi Pediatrik Hematoloji Boliimiinde, Hemofagositik Lenfohistiyozis

teshisi koyulan 14 hastadan kan Ornekleri alimmistir. Bu ¢alisma icin Gaziantep

Universitesi’nin 20/06/2013 tarihli Tibbi Etik Kurul toplantisinda 2013/262 numarali Etik

Kurul onay1 alinmistir. 14 HLH hastasinin teshis tarihi, cinsiyet, yas, kilo, akraba evliligi

olup olmadigi, kardes 6limii olup olmadigi, yasadigi sehir, iilke ve uyrugu ile alakal

bilgiler Tablo 3.1°de ayrintili bir sekilde gosterilmistir.

Tablo 3.1. Calismada kullanilan hastalara ait bilgiler.

Hasta Tam Cinsiyet Yas Kilo Akraba Kardes Sehir Ulke Uyrugu
No. tarihi EK)  (Ay) (kg) evliligi  o6liimii
1 19.08.2011 K 132 65 Var 0 Gaziantep Tirkiye Tiirk
2 22.01.2013 M 17 11 Yok 0 Kahramanmaras Tiirkiye Tirk
3 05.03.2011 K 10 10 Var 0 Gaziantep Tirkiye Tirk
4  15.04.2011 M 156 60 Yok 0 Kilis Tiirkiye Tirk
5 03.05.2012 K 156 35 Var 0 Gaziantep Tiirkiye Tirk
6 17.01.2013 K 12 4 Var 0 Suriye Suriye Arap
7 17.02.2011 K 17 10 Yok 0 Gaziantep Tiirkiye Tirk
8 16.11.2012 M 23 10 Var 2 Gaziantep Tiirkiye Tiirk
9 21.01.2013 M 10 9 Var 0 Gaziantep Tiirkiye Tirk
10 29.12.2012 M 24 9 Yok 0 Gaziantep Tiirkiye Tirk
11  07.03.2013 K 5 6 Yok 0 Gaziantep Tiirkiye Tiirk
12 10.10.2012 K 22 16 Var 1 Hatay Tirkiye Arap
13 04.08.2011 K 36 12 Var 0 Gaziantep Tirkiye Tirk
14 18.11.2011 K 168 23 Var 0 Gaziantep Tiirkiye Tiirk
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3.2. Hastalardan Kan Numunelerinin Toplanmasi

Bu calismada; Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi, Sahinbey Arastirma ve Uygulama
Hastanesi Hematoloji Boliimiinde, Hemofagositik Lenfohistiyozis teshisi koyulan 14
hastadan DNA eldesi icin kullanilmak tizere EDTA’l1 tiiplere 5’er ml kan alindi. EDTA’l
tiiplere alinan kanlar, DNA eldesi i¢in kullanilmak {izere -20 © C’deki derin dondurucuda

saklandi.

3.3. Kan Numunelerinden DNA Eldesi

-20 °C’deki EDTA’Il tiiplerdeki kan ornekleri oda sicakligina ¢ikartilip, ¢oziilmesi
saglandi. Daha sonra, EDTA’l1 tiiplerden alinan 5 ml kan 6rnekleri 15 ml’lik yeni tiiplere
aktarildi. 15 ml’ye kadar {izeri soguk su ile tamamlandi. 4000 rpm’de 25 dakika boyunca
santrifiij edildi. 6 ml’ye kadar dokiiliip, lizeri tekrar soguk su ile tamamlandi. 4000 rpm’de
25 dakika boyunca santrifiij edildi. Bu islem ii¢ kez tekrar edildi. Alt kisimda olusan
pelletin {izerine 3ml iire igeren pargalama ¢ozeltisi koyuldu. Pelletin Uzerine 400 pl %
20’1ik SDS (Sodyum dodecyl sulphate) ve 100 ul proteinaz K eklendi. Tiipler 37 © C’de bir
gece boyunca inkiibasyona birakildi. Ertesi giin, tiipleri 2 ml 5 M NaCl eklenip, tiipler
calkaland1 ve oda kosullarinda 20 dakika bekletildi. Daha sonra, tiiplerin icerisine 8 ml
kloroform eklendi ve 4000 rpm’de 25 dakika santrifiij edildi. Tiiplerin icerisinde 3 tabaka
olustu. En iist tabaka alinip, yeni bir tiipe aktarildi. Uzerine 15’yi tamamlayacak kadar
soguk % 96’lik etil alkol koyuldu. Bu asamada, DNA goriildii. DNA alinip, 1,5 ml’lik
tiiplere aktarildi. DNA’lar % 70’lik etil alkol ile yikandi. Daha sonra, 13,000 rpm’de 5
dakika santrifiij edildi. DNA’y1 % 70’lik alkol ile yikama islemi {i¢ kez tekrar edildi. Tiipler
kurumaya birakilarak, alkoliin buharlasmasi saglandi. DNA’lar kurutulduktan sonra, 300 pl

steril su eklendi ve DNA’lar 4 °C’de ¢oziindii ve -20 ° C’ye kaldirild1.

3.4. DNA’larin Kalite ve Miktar Tayinleri

Elde edilen DNA ornekleri Nanodrop spektrofotometrede AjgoAzg0 oranlari belirlenerek
her o6rnek icin miktar ve kalite tayini yapilmistir. PCR tepkimeleri icin DNA

yogunluklarina gore gerekli olan seyreltmeler yapilmistir.
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3.5. Primerlerin Tasarlanmasi

Calismada kullanilmak iizere, perforin ve STX11 genlerine ait ekzon dizilerine uygun

sentetik primerlerin tasarlanmast NCBI/Primer Blast veritaban1 kullanilarak yapilmigtir.

Perforin ve STX11 genlerinin ekzon dizileri igin tasarlanan primerlerin dizileri, uzunluklari,

baglanma sicakliklari, GC oranlar1 ve PCR {irlin biiyiikliikleri Tablo 3.2 ve Tablo 3.3’te

ayrintili bir sekilde gosterilmistir.

Tablo 3.2. Perforin geninin ekzonlarina gore tasarlanan primerlerin 6zellikleri.

. Primer Baglanma P CR
Dizi (5'->3") uzunlugu sicakh@gin GC% iiriinii
O (bo)
Ekzon 1 CCCCCAATCCCTGCTCT 17 57.75 64.71 171
GCGGGGCAGGAAGTAGAAGT 20 61.90 60.00
Ekzon 2 TTTCCAGGGCTCCTAGACCA 20 59.88 55.00
AGCAGTCATCCTCCATCCCT 20 60.03 55.00 050
Ekzon 3.1 TCTCTGGGGTGTGTTTGGTC 20 59.53 55.00
AGGACCAGTATGCTTGGACTG 21 59.44 52.38 s
Ekzon 3.2 CCCACTGTGAGAACCCCTTC 20 59.96 60.00
GAGACCCATGCCAGTGTGTG 20 60.96 60.00 >
Ekzon 3.3 CCCCATGCTTGGATGAAGGT 20 60.03 55.00
GGGAGCTGAGGTCTCTCTCT 20 59.74 60.00 706
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Tablo 3.3. Sintaksinll geninin ekzonlarina gore tasarlanan primerlerin dzellikleri.

Baglanma PCR

izi ; khig iiriinii
Dizi (5'->3" Primer SA<18'  Gcw

( : uzunlugu (°C) ’ (b¢)

Exonl AGCTGTGGTCGCTTCCTAA 19 58,64 52.63 273
TCAGGAAGAGAAATGGGGGC 20 59,37 55.00

Exon 2.1 ACTTATTGCCCACACCGAGG 20 60.04 55.00 615
TGGATGCGGATCTTGCAGTT 20 60.04 50.00

Exon 2.2 AGGTCATCCACTGCAAGCTG 20 60,32 55.00 575
CTGCTACTTGAGGCAGGGAC 20 60,11 60.00
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3.6. Perforin ve Sintaksinll Gen Bolgelerinin PCR Yontemi ile Cogaltilmasi

Perforin ve STX11 genlerinin ekzon bdlgelerine ait primerler kullanilarak, her ekzon
bolgesi i¢in primerlerin baglanma sicakliklart ve MgCl, miktarlarinin belirlemek amaciyla
iyilestirme (gradient) tepkimeleri yapilmistir. lyilestirme tepkimelerinden sonra, perforin
ve STX11 genlerinin ekzon bolgelerininin PCR sartlar1 belirlenmistir. Her hasta igin bu
ekzon bolgeleri PCR yontemi ile ¢ogaltilmigtir. Perforin ve STX11 genlerinin ekzon
bolgelerinin PCR bilesenleri ve eklenen miktarlar Tablo 3.4 ve Tablo 3.5’te ayrintili bir

sekilde gosterilmistir.

Tablo 3.4. Perforin geninin ekzon bolgelerinin PCR bilesenleri ve eklenen miktarlar.

PCR bilesenleri Miktar (ul)
10X PCR tamponu 2,5

25 mM MgCl, 5
2mM dNTP 2

10 pm ileri primer 1

10 pm geri primer 1
Steril su 16,375
Taq polimeraz enzimi 0,125
Toplam hacim 25

26



Tablo 3.5. STX11 geninin ekzon bolgelerinin PCR bilesenleri ve eklenen miktarlar.

PCR bilesenleri Miktar (ul)
10X PCR tamponu 2,5

25 mM MgCl, 2,5

2 mM dNTP 2,5

10 pm ileri primer 1

10 pm geri primer 1
Steril su 15,375
Taq polimeraz enzimi 0,125
Toplam hacim 25

Tablo 3.6. Perforin geninin ekzon boélgelerinin PCR kosullari.

Asama Sicaklik (°C) Siire
1 [k denaturasyon 95 5 dk
2 Ikinci denaturasyon 95 45s
3 Primer baglanma * 45s
4 Uzama 72 45s
5 Son uzama 72 5dk
6 4 0

2’den 4’e¢ 35 dongii

*Primerlerin baglanma sicakliklar1 Tablo 3.2’de belirtilmistir.




Tablo 3.7. STX11 geninin ekzon bdlgelerinin PCR kosullar.

Asama Sicaklik (°C) Siire
1 [k denaturasyon 95 5 dk
2 Ikinci denaturasyon 95 40's
3 Primer baglanma * 45s
4 Uzama 72 40s
5 Son uzama 72 7 dk
6 4 0
2’den 4’e¢ 35 dongii

*Primer baglanma sicakliklar1 Tablo 3.3’te belirtilmistir.

3.7. PCR Uriinlerinin Agaroz Jelde Yiiriitiilmesi

% 2’lik agaroz jel hazirlandi. Olusan PCR firiinleri % 2’lik agaroz jel iizerinde 140 Volt’ta
30 dakika boyunca yiiriitiildi. Daha sonra olusan bantlar UV goriintileme cihazi ile
(EC~Imaging System, UK) goriintiilendi. Perforin ve STX11 genlerinin ekzon bdlgelerine
ait PCR bantlarinin goriintiileri Resim 3.1, Resim 3.2, Resim 3.3, Resim 3.4 ve Resim

3.5 te gosterilmistir.
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Resim 3.1. Perforin geninin 1. ekzon bdlgesinin PCR yontemi ile ¢ogaltilmasi (171 bg).

Resim 3.2. Perforin geninin 3.2 ekzon bdlgesini iyilestirmek amaciyla yapilan gradient
PCR’1nin agaroz jel goriintiisii (557 bg).
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Resim 3.3. Perforin geninin 3.3 ekzon bdlgesini iyilestirmek amaciyla yapilan gradient
PCR’1nin agaroz jel goriintiisii (763 bg).

Resim 3.4. STX11 geninin 1. ekzon bdlgesini iyilestirmek amaciyla yapilan gradient
PCR’1nin agaroz jel goriintiisii (273 bg).
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Resim 3.5. STX11 geninin 2.1 ekzon bolgesini iyilestirmek amaciyla yapilan gradient
PCR’min agaroz jel goriintiisii (615 bg).
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3.8. Dizin Analizi

3.8.1. ExoSAP ile PCR iiriinlerinin saflastirilmasi

Perforin ve STX11 genlerinin ekzon bolgeleri PCR yontemi ile ¢ogaltildiktan sonra, PCR
tirtinleri ExoSAP kullanilarak saflastirildi. ExoSAP kosullar1 Tablo 3.8 ve Tablo 3.9°da

gosterilmistir.

Tablo 3.8. PCR’dan elde edilen firtinleri saflastiriimasi.

PCR iiriinii (u)  ExoSAP (ul)

5 2

Tablo 3.9. ExoSAP tepkime kosullari.

Sicaklik (°C) Zaman (dk)

37 30

80 15

3.8.2. Niikleotid dizileme PCR’1nin yapilmasi

ExXoSAP ile muamele edilen PCR Ornekleri Tablo 3.10°da gosterilen miktarlarda
kullanilarak, sekans analizi oncesi ileri (forward) ve geri (reverse) primerleri ile dizileme
PCR’1 yapildi. Dizileme PCR’min tepkime kosullar1 Tablo 3.11°de ayrintili olarak

gosterilmistir.
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Tablo 3.10. Niikleotid dizileme PCR’1nin bilesenleri ve miktarlari.

PCR Bilesenleri Miktar (ul)

Big Dye Cyle Sequencing V3.1 Kit 1

5X Sekans Tamponu 2

2pmFyadaR 2

Steril su 3

ExoSAP’l1 liriin 2

Toplam hacim 10

Tablo 3.11. Niikleotid dizileme PCR kosullari.
Asama Sicaklik (°C) Siire

1 [k denaturasyon 96 1 dk
2 Ikinci denaturasyon 96 10s
3 Primer baglanmasi 50 5s
4 Uzama 60 4 dk
5 4 00
2’den 4’e 25 dongii

3.8.3 Dizileme PCR oérneklerinin Sephadex’li kolonlardan gegirilmesi

Sephadex G-50 (Sigma Aldrich, Isve¢) maddesinden 3 gram almarak, 42 ml distile su
igerisine koyuldu. 45-60 dakika boyunca vortex {iizerinde Sephadex G-50 maddesinin
¢ozlinmesi saglandi. 1,5 ml’lik bos kolonlara 850 ul Sephadex G-50 ¢ozeltisi eklenerek,
3800 rpm’de 2 dakika boyunca santrifiij edildi. Kolon tiiplerin altindaki tiipler atilarak,
yerine yeni tiipler koyuldu. Daha sonra 10 pl PCR iiriinii alinarak, kati hale gelen Sephadex
G-50 iizerine eklendi. 3800 rpm’de 2 dakika boyunca santrifiij edildi. Alttaki tiiplere gegen

PCR o6rnekleri steril pipet uglari ile alinarak sekans analizi igin plate’lere yiiklendi.
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4. BULGULAR

4.1. Perforin Geninde Tespit Edilen Mutasyonlar

Dizi analizi sonuglarma gore, bir hastada perforin geninin 3. Ekzonunda anlamsiz bir
mutasyon tespit edilmistir. Bu mutasyon perforin geninin 3. Ekzonunda C>T (CAC—
CAT) degisimine neden olmustur. Ayn1 zamanda, H300H (Histidin-Histidin) degisikligi

olmustur. Sonug olarak, bu degisim amino asit degisimine neden olmamustir.

CAC— CAT degisimi Sekil 4.1°’de detayli olarak gosterilmistir.

TTTCCATGIGGTACACACTCCCCCGCTGCACCCTGACTTCARGAGGGCCCTCGGGGACCTGCCCCAC
CACTTCAACGCCTCCACCCAGCCCGCCTACCTCAGGCTTATCTCCAACTACGGCACCCACTTICATCC
GGGCTGIGGAGCTGGGTGGCCGCATATCGGCCCTCACTGCCCTGCGCACCTGCGAGCTGGCCCTGGA
AGGGCTCACGGACAACGAGGTGGAGGACTGCCTGACTGTCGAGGCCCAGETCAACATAGGCATCCAC
GGCAGCATCTCTGCCGAAGCCAAGGCCTGTGAGGAGAAGAAGAAGAAGCACAAGATGACGGCCTCCT

I‘CCACCAMCCTACCGGGAGCGCCACTCGGAAGTGGTTGGCGGCCATCACACC‘I’CCATIAACGACC

TGCTGTTCGGGATCCAGGCCGGGCCCGAGCAGTACTCAGCCTGGGTAAACTCGCTGCCCGGCAGCCC
TGGCCTGGTGGACTACACCCTGGARCCCCTGCACGTGCTGCTGGACAGCCAGGACCCGCGGCGGGAG
GCACTGAGGAGGGCCCTGAGTCAGTACCTGACGGACAGGGCTCGCTGGAGGGACTGCAGCCGGCCET
GCCCACCAGGGCGGCAGAAGAGCCCCCGAGACCCATGCCAGTGTGTGTGCCATGGCTCAGCGGTCAC
CACCCAGGACTGCTGCCCTCGGCAGAGGGGCCTGGCCCAGCTGGAGGTGACCTTCATCCAAGCATGG
GGCCTGTGGGEGGACTGGTTCACTGCCACGGATGCCTATGTGAAGCTCTICTITGGTGGCCAGGAGT
TGAGGACGAGCACCGTGTGGGACARTAACAACCCCATCTGGTCAGTGCGGCTGGATTTTGGGGATGT
GCTCCTGGCCACAGGGGGGCCCCTGAGGTTGCAGGTCTGGGATCAGGACTCTIGGCAGGGACGATGAC
CTCCTTGGCACCTGTGATCAGGCTCCCAAGTCTGGTTCCCATGAGGTGAGATGCAACCTGARTCATG
GCCACCTARAATTCCGCTATCATGCCAGGTGCTTGCCCCACCTGGGAGGAGGCACCTGCCTGGACTA
TGTCCCCCAAATGCTTICTGGGGGAGCCTCCAGGAAACCGGAGTGGGGCCOTGIGGTGA

Sekil 4.1. Perforin geninin 3. ekzonunda tespit edilen CAC—CAT degisiminin
gosterilmesi.

Perforin geninin 3. ekzonunun normal ve CAC—CAT degisimi tespit edilen dizileri Sekil

4.2 ve Sekil 4.3’te ayrintili olarak gosterilmistir.
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I
| 388 3500 1550 4000 4050 4100 HED 4200 4280 4100 4150

TERRETREER R AR IR R Y
GTGTGAT GGCCGCCAACCACTTCCGAAT GGCGCTCCCGGTAGGTTT
El3i] 355 k]

130 15 M0 5 50 155
| | | | |

Sekil 4.2. Perforin ekzon 3.3 bdlgesinin normal dizisinin gosterilmesi.

I
| 1300 1850 4000 4050 4100 45 4200 428 4100 435

|
Telaloo b bobr ettt bbb b 00RERER b Il
GT GTGAT GGCCGCCAACCACTTC CGA.TGGCGCTCCCGGTﬁGGTTT

3 3% M 5 3 356 30 35 i
| | ] | |

Sekil 4.3. Perforin ekzon 3.3 bolgesindeki His-His doniisiimiiniin gosterilmesi.
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MAARTLILGILLLLLPLPVPAPCHTAARSECERSHEFVPGAWLAGEGVDVTSLER
SGSFPVDTQRFLEPDGTCTLCENALQEGTLORLPLALTNWRAQGSGCQRHVTRAK
VSSTEAVARDAARSTRNDWEVGLDVTPEPT SNVHVSVAGSHSQAANFAAQRTHQD
QY SESTDTVECREFYSFHVVHTPPLHPDFEREALGDLPHHENASTOQPAYLELISNYG
THEIRAVELGGRISALTALRTCELALEGLTDNEVEDCLTVEAQVNIGIHGSISAE

ARACEERKKRHEMTASFHQTYRERHSEVVGGHHTSINDLLFGIQAGPEQYSAWVN
SLPGSPGLVDYTLEPLHVLLDSQDPRREALREALSQYLTDRARWEDCSRPCPPGR
QESPRDPCQCVCHGSAVITODCCPRORGLAQLEVTFIQAWGLWGIWETATDAYVE
LFFGGQELRTSTVWDNNNEP INSVRLDFGDVLIAT GGPLRLOVWDODSGRDDDLLG

TCDOAPESGSHEVRCNINHGHLEFRYHARCLPHLGGGTCLDYVPOMLLGEPPGNR
SGAVW

Sekil 4.4. Perforin geninin 3. ekzonunda tespit edilen His-His degisiminin gésterilmesi.

Perforin geninde mutasyon bulunan diger hastada ise 3. ekzonda 7 baz ciftlik bir ekleme
(insersiyon) tipi mutasyon tespit edilmistir. 365inci pozisyondaki  Serin (S) amino

asidinden sonra 7 bazlik TACTGAC dizisi ayrintili olarak gosterilmektedir.

TTTCCATGTGGTACACACTCCCCCGCTGCACCCTGACTTCARGAGGGCCCTCGGGGACCTGCCCCAC
CACTTCAACGCCTCCACCCAGCCCGCCTACCTCAGGCT TATCTCCAACTACGGCACCCACTTCATCC
GGGCTGTGGAGCTGGGTGGCCGCATATCGGCCCTCACTGCCCTGCGCACCTGCGAGCTGGCCCTGGA
AGGGCTCACGGACAACGAGGTGGAGGACTGOCTGACTGTCGAGGCCCAGGTCARCATAGGCATCCAC
GGCAGCATCTCTGCCGAAGCCAAGGCCTGTGAGGAGAAGAAGAAGAAGCACAAGATGACGGCCTCCT
TCCACCARACCTACCGGGAGCGCCACT CGGARGTGGT TGGCGGCCATCACACCTCCATTAACGACC
TGCTGTTCGGGATCCAGGCCGGGCCCGAGCAGTACT CAGCCTGGGTARACT CGCTGCCCGGCAGCCC
TGGCCTGGTGGACTACACCCTGGARCCCCTGCACGTGCTGCTGGACAGCCAGGACCCGCGGCGGGAG
GCACTGAGGAGGGCCCTGAGTCACTANRIIIINCCTGACGGACAGGGCT CGCTGGAGGGACTGCAG
CCGGCCGTGCCCACCAGGGCGGCAGAAGAGCCCCCGAGACCCATGCCAGTGTGTGTGCCATGGCTCA
GCGGTCACCACCCAGGACTGCTGCCCTCGGCAGRAGGGGCCTGGCCCAGCTGGAGGTGACCTTCATCC
ARGCATGGGGCCTGTGGGGGGACTGGT TCACTGCCACGGATGCCTATGTGARGCTCTTCTTIGGTGG
CCAGGAGCTGAGGACGAGCACCGTGTGGGACAATAACAACCCCATCTGGTCAGTGCGGCTGGATTTT
GGGGATGTGCTCCTGGCCACAGGGGGGCCCCTGAGGTTGCAGGTCTGGGATCAGGACTCTGGCAGGG
ACGATGACCTCCTTGGCACCTGTGATCAGGCTCCCARGTCTGGTTCCCATGAGGTGAGATGCARCCT
GAATCATGGCCACCTAAAATTCCGCTATCATGCCAGGTGCTTGCCCCACCTGGGAGGAGGCACCTGE
CTGGACTATGTCCCCCARATGCTTCTGGGGGAGCCTCCAGGARACCGGAGTGGGGCCGTGTGGTGA

Sekil 4.5. Perforin geninin 3. ekzonunda tespit edilen baz eklenmesinin gésterilmesi.
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Perforin geninin 3. ekzonunun normal ve TACTGAC bazlariin eklendigi tespit edilen
diziler Sekil 4.6 ve Sekil 4.7°de ayrintili olarak gosterilmistir.

1 E*lﬂ':' 1 E'IE*:' 1 'l’i}:' 1 'I’IE\'Sl 1 Erl:': : 1 E-IE*:' :.*I:' 1 E'IE\'Sl
it h el bt bbb boc o i 0RLRTTI
CCCTGTCCGTCAGGTACTGACTCAGGGCCCTCCT
40 145 15D il & 165 70
] ] ] ] ] ] ]

Sekil 4.6. Perforin 3.3 bolgesinin normal dizisi.

250 2200 2350 2400 2450 2800 2850

BRI T
CGTCAGGTACTGACTACTG A

2600 2650 2100
il

T o
Gy ——

FToal i NN
CCCTGTC GCCCTCCT

185 20 208 210 215
| ] | | | | |

sveronl et Al

Sekil 4.7. Perforin ekzon 3.3 bolgesindeki TACTGAC bazlarinin eklenmesi.

20
|
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4.2. STX11 Geninde Tespit Edilen Mutasyonlar

Syntaksin 11 geninin 2. ekzonunda bir hastada AG ve CGC dizilerinin eksilmesi
(delesyonu) tespit edilmistir. Bu delesyon 123. Pozisyondaki GCA (Alanin-A) ile 126.
Pozisyondaki CGC (Arginin-R) amino asitlerin bulundugu diziye denk gelmektedir.
Delesyonun goriildiigii diziler ayrintili olarak gosterilmektedir (Sekil 4.8).

ATGAAAGACCGGCTAGCAGAACTTCTGGACTIGTCCAAGCAATATGACCAGCAGTTCCCAGACGGGE
ACGATGAGTTTGACTCGCCCCACGAGGACATCGTGTTCGAGACGGACCACATCCTIGGAGTCCCTIGTA
CCGAGACATCCGGGACATTCAGGATGARRRCCAGCTGCTGGTGGCCGACGTGAAGCGGCTGGGAMNG
CAGAACGCCCGCTTCCTCACGTCCATGCGGOGCCTCAGCAGCATCAAGCGCGACACCAACTCCATCG
CCAAGGCCATCAAGGCCCGGGGCGAGGTCATCCACTGCAAGCTGCGCGCCATGAAGGAGCTGAGCGA
GGCGGCTGAGGCCCAGCACGGCCCGCACTCEECAGTGGCOCECATTTCGCGGECGCAGTACAACGLG
CTCACCCTCACCTTCCAGCGCGCCATGCACGACTACAACCAGGCCGAGATGAAGCAGCGCGACAACT
GCAAGATCCGCATCCAGCGCCAGCTGGAGATCAT GGG CAAGGAAGTCTCGGGCGACCAGATCGAGGA
CATGTITCGAGCAGGGTARGTGGGACGTIGTITTICCGAGAACTTIGCTGGCCGACGTGAAGGGCGCGLEE
GCCGCCCTCAACGAGATCGAGAGCCGCCACCGCGAACTGCTGCGCCTGGAGAGCCGCATCCGCGACG
TACACGAGCTCTITCITGCAGATGGCGGTGCTGGTGGAGAAGCAGGCCGACACCCTGAACGTCATCGA
GCTCAACGTACAAAAGACGGTCGACTACACCGGCCAGGCCAAGGCGCAGGTGCGGAAGGCCGTGCAG
TACGAGGAGAAGAACCCCTGCCGGACCCTCTGCTGCTTICTGCTGTCCCTGCCTCAAGTAG

Sekil 4.8. Syntaxin 11 geninin 2. Ekzonunda tespit edilen baz eksilmesinin gdsterilmesi.

STX11 geninin 2. ekzonunun normal ve AG ve CGC delesyonu tespit edilen diziler Sekil
4.9 ve Sekil 4.10°da ayrintil1 olarak gosterilmistir.
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Sekil 4.9. STX11 ekzon 2 bolgesinin hormal dizisi.
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Sekil 4.10. STX11 ekzon 2 bolgesindeki AG-CGC bazlarinin delesyonu.
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5. TARTISMA

Hemafagositik lenfohistiyositozis (HLH) hastalig1 lenfohistiyositik infiltrasyon, makrofaj
etkinligi, hemafagositozis ve kandaki sitokin seviyesinin yiikselmesi ile karakterize olmus

birden fazla belirtiyi gosteren karmasik bir bagisiklik rahatsizligidir (63).

HLH hastaliginin ilk belirtisi; agir karaciger bozukluklugudur (64-66). HLH hastaliginin
ates, hepatosplengomali, sitopeni ve merkezi sistem bozuklugu gibi belirtileri
bulunmaktadir (14). HLH hastaligin1 teshis etmek i¢in genellikle kemik iligi aspirasyonu
uygulanmaktadir (14).

HLH hastaligimmin genetik (primary) ve genetik (secondary) olmayan olarak iki tiirii
bulunmaktadir (67).

Ailesel HLH otosomal resesif kalitim gosteren ve genellikle 0-2 yas araliginda goriilen bir
bagisiklik diizensizligidir (2,11,17).  Sekonder HLH hastaligi ise genellikle wviriis
enfeksiyonlarinin  sebep oldugu ve bunun yaninda bakteri, mantar, protozoal
enfeksiyonlarin da neden oldugu bir hastaliktir (2,11,17). Herpes simpleks viriis ve
enterovirlis enfeksiyonlari, yeni dogan bebeklerde sonradan kazanilan HLH hastali§im

ciddi olarak tetiklemektedir (66,68,69).

Bu tez c¢alismasinda ailesel hemafagositik lenfohistiyositozis hastaligi iizerinde

durulmustur.

Ailesel HLH, hastaliga neden olan genlerde meydana gelen mutasyonlara gore bes grupta
incelenmektedir (9). Ailesel HLH, PRF1 (FHL2), MUNC 13.4 (FHL3), sintaksin 11
(FHL4), ve syntaksin-binding protein 2 (FHL5) genlerinde meydana gelen mutasyonlara
gore siniflandirilmaktadir (9). FLH1 hastaligina neden olan gen ya da genler hala
bilinmemektedir (9).

FHL ¢ok hizli ilerleyen ve son derece 6liimciil bir hastaliktir (31,70,71). Fakat erken teshis

edilebilirse, bagisiklig1 baskilayict kemoterapi ve allojenik kok hiicre transplantasyonu ile
tedavi edilebilmesi miimkiindiir (31,70,71).
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FHL hastaligina sebep olan PRF1, UNC13D, STX11 ve STXBP2 proteinlerini kodlayan
genlerde meydana gelen mutasyonlardir (10).

Bagisiklik yetmezligi bulunan hastalarin molekiiler analizleri, hastaliklarin seyri ve

bagisiklik sistemindeki roliinii anlamak i¢in ¢ok giiglii bir yaklasimdir (72).

Bu c¢alismada FHL hastalig: ile baglantili PRF1 ve STX11 genlerinin ekzon bdlgelerinin

mutasyonel taramasi amaglanmistir.

Bu tez galismasinda toplam 14 FHL hastasit ¢alisilmistir. Toplam 14 hastanin ikisinde
perforin geninin ekzonlarinda degisim tespit edilmistir. Perforin geninin 3. ekzonunda bir
hastada CAC— CAT degisimi goriilmistiir. Bu hastada perforin geninin 300iinci amino
asidi olan Histidin (H) yine Histidine doniismiistiir. Yani bu degisim amino asit dizisini
degistirmemistir. Fakat ayn1 kokdencilik (dejenere kodonlar) 6zellige gore genetik olarak
bir etki olmamakla birlikte CAT kodonunu taniyan tRNAnin g¢okluguna goére protein
sentezi ektkilenebilir. Perforin geninde mutasyon bulunan diger hastada ise 3iincii ekzonda
7 baz ciftlik bir eklenme (insersiyon) tespit edilmistir. 365inci pozisyondaki Serin (S)

amino asidinden sonra 7 bazlik TACTGAC dizisi 3iincii ekzona eklenmistir.

PRF1 geni tarafindan kodlanan por olusturan bir protein olan perforin, lenfosit sitolitik
graniillerin biiyiik bir boliimiinii olusturur ve hiicre 6liimiinii uyaran yolakta 6énemli bir rol

oynamaktadir (21). HLH hastalarinin % 20-% 40’inda perforin mutasyonu belirlenmistir
(21).

Perforin geni 3 ekzonu olan fakat sadece 2. ve 3. ekzonlar1 kodlayan kii¢iik bir gendir (73).
Perforin, sitotoksik T lenfositleri ve NK hiicreleri tarafindan salgilanan hedef hiicre ile

etkinlestirilmis CTL ve NK hiicreler arasindaki birlesmeyi saglayan proteindir (73).

Perforin, kalsiyum varliginda hedef hiicrenin zarina niifuz ederek hiicre 6limiinii uyaran

porlart meydana getirir (74).

Perforin proteininin olusturdugu porlar hedef hiicrelerin osmotik lizisle yikilmasini ve
granzimlerin hiicreye girisini saglayarak hiicrenin programli hiicre Sliimiine (apoptozis)

neden olur (75) .
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FHL hastaligina neden olarak tanimlanan ilk gen perforin genidir (76). Perforin geninde

daha cok 2inci ve 3iincii ekzonda olmak iizere 50’nin iizerinde mutasyon tanimlanmigtir

(76).

Ozellikle ailesel HLH’da perforin gen mutasyonlar1 “natural killer” (NK) hiicrelerin

islevselliklerindeki azalmadan sorumlu tutulmaktadir (5).

Perforin gen mutasyonlar1 ailesel HLH tanisinda ¢ok 6nemlidir. Uzun siireli ates, sitopeni
ve hepatosplenomegali saptanan hastalarda perforin gen mutasyonlar1 arastirilmalidir.

Hastaligin erken teshisi igin perforin gen mutasyon analizleri ¢ok 6nemli bir yer tutabilir.

Sintaksinll geni dalak, lenf diigiimleri ve timus bezini de igeren bagisiklik sistemi

hiicrelerinde genellikle ifade edilir ve hiicreler arasi zarlarla son derece iliskilidir (45).

Dizi analizi sonucunda, toplam 14 hastanin birinde Sintaksinll geninin 2inci ekzonunda
AG ve CGC dizilerinin delesyonu tespit edilmistir. Bu eksiltme tipi mutasyon 123iincii
pozisyondaki GCA (Alanin-A) ile 126inc1 pozisyondaki CGC (Arginin-R) amino asitlerin
bulundugu diziye denk gelmektedir.

STX11, hiicre i¢i keseciklerin tasinmasi ve hedeflenmesi ile iliskilidir (8,10). STX ailesi
iyeleri, golgi ag1 ve gec endozomlar (late endosome) arasindaki protein gecisini
diizenlemektedir (8,10). STX11 geninde meydana gelen mutasyonlar ailesel FHL 4 ile
iliskilendirilmistir (8,10).

Sonug olarak, ailesel HLH hastaliginin teshisi igin molekiiler tan1 ¢ok 6nemli bir yer
tutmaktadir. Bu baglamda, perforin ve STX11 genlerinde tespit edilen mutasyonlar, ailesel
HLH hastaliginin hizli teshis edilebilmesi bakimindan son derece onemlidir. Molekiiler
genetik tan1 laboratuarlarinda, perforin ve STX11 genlerinin ekzon bolgelerinin mutasyonel
taramasi yapilarak hastaligin erken teshis edilebilmesi iilke ekonomisi ve 6zellikle de halk

saglig1 adina faydalar1 g6z 6niinde bulundurulmalidir.
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