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OZET

BRUTON HASTALIGINDA BTK GEN MUTASYONLARININ
PROTEIN FONKSiYONLARINA ETKIiSi VE GENOTIP VE
FENOTIP ILiSKiSi

YAQUBOVA, Sona

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoteknoloji Anabilim Dali
Tez Danismant: Prof. Dr. Afig BERDELI
Mart 2018, 67 sayfa

BTK geni tarafindan kodlanan protein, B hiicresi gelisiminde
onemli bir rol oynamaktadir. Bu genin mutasyonlari, Xbaglantili
agammaglobulinemi’e neden olur, bu immiin yetmezligi, olgun B
lenfositleri liretememe ile karakterizedir ve Ig agir zincir yeniden
diizenlenmesinin basarisizlig ile iligkilidir. Tec ailesinin tirozin kinazi
olan Bruton tirozin kinaz (BTK), B hiicresinin fonksiyonu i¢in sarttir.
X-baglantili agammaglobulinemi adlandirilan bu  genetik hastaligina
muzdarip kalan insanlarin  ¢ogu, az miktarda olgun B-hiicresine
sahiptirler ve bakteriyel enfeksiyonlara son derece duyarhdirlar.
Hastaliga, B hiicresi gelisiminde rol oynayan BTK genindeki
mutasyonlarindan kaynaklanmaktadir. BTK geninin etki alanindaki tek
tek mutasyonlarin rolii incelenmekte olup ve tekabiil eden
mutansyonlarin yapisi belirlenmektedir. Bu yapida, nokta mutasyonlar
BTK’yi nasil inaktive edebilecegini ve daha sonra XLA’ya neden
olacagi tartismamizi saglamaktadir.Mutasyonlart BTK geninin
genomik organizasyonu ve bireylerin hastalik seyri agisindan
yorumlanmaktadir.saptanan BTK’daki XLA’ya neden olan
mutasyonlar BTKbaz ve HGMD veritabaninda rapor edilmistir.



Anahtar sozciikler: BTK ,GEN, B Hiicresi, X-Baglantil
Agammaglobulinemi, Genetik, Tec ailesi.XLA



ABSTRACT

THE EFFECT OF BTK GENE MUTATIONS ON PROTEIN
FUNCTION AND RELATION WITH GENOTYPE AND
PHENOTYPE AT BRUTON DISEASE

YAQUBOVA, Sona

MSc in Biotechnology
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Afig BERDELI
March 2018, 67 pages

The protein encoded by BTK gene plays a crucial role in B-cell
development. Mutations in this gene cause X-linked agammaglobulinemia ,
which is an immunodeficiency characterized by the failure to produce mature
B Ilymphocytes, and associated with a failure of Ig heavy chain
rearrangement. Bruton's tyrosine kinase (Btk), a Tec-family tyrosine kinase,
is essential for B-cell function.People suffering from a genetic disease called
X-linked agammaglobulinemia have fewer fully mature B-cells than most
people and are extremely susceptible to bacterial infections. The disease is
caused by mutations in the gene (Btk), which is involved in B-cell
development. We have studied the roles of individual mutations in the
domains of BTK gene and determined the structure of the mutations. This
structure allows us to discuss how the point mutations may inactivate BTK
and subsequently cause XLA. The mutations is interpreted in terms of the
genomic organization of the BTK gene and the disease course in individual
patients. The database of XLA-causing identified mutations in Btk, the
BTKbase and HGMD It has been reported.

Keywords: BTK ,GENE, B-Cell , X-linked agammaglobulinemia,
Genetic, Tec-family. XLA






TESEKKUR

Bu c¢aligma siiresince gerekli verilerin saglanmasinda kolaylik gosteren
tez danismanima , saymn Prof.Dr.Afig BERDELI’ye tesekkiirii bir borg
bilirim. Ozellikle kiymetli goriislerinden yararlandifim ve yakin ilgisini
esirgemeyen saym Demet Tigli,Merve Atan’a ve tezin bi¢cimlenmesinde
degerli katkilarimi aldigim boliim arkadasim Sajjad MAHBOUB’a tesekkiirii
bir borg bilirim. Her zaman maddi ve manevi fedakarliktan kaginmayan ve bu
giinlere gelmemi saglayan sevgili aileme ve bana ¢aligmamin her asamasinda
destek olan ve bana gii¢ veren esim EMIN YAQUBOV’a sonsuz tesekkiir
ederim.






ICINDEKILER

OZET oottt iv
ABSTRACT bbb vi
TESEKKUR .....oouiiitiiiiiieieetieece ettt viii
ICINDEKILER .....cocvoviiiitiieieiet ettt X
ICINDEKILER(DEVAM).....cocoiiiiiiieieiieieieie e X
ICINDEKILER(DEVAM).....c.coiiuiieieiiicieeeteeeesie e Xi
SEKILLER DIZINT ..ottt Xiv
CIZELGELER DIZINI....cooiiiieeeeeeeee e XVi
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINI.....cccouiiininiiininiees XViii
L.GIRIS oottt ettt 1
1.1 Agammaglobulinemi (XLA) ..o 1
1.1.2 XLA’nin 6nemli belirtileri..............c..ccoooiiiiiiiiiic, 2
1.1.3 Hastahi@in nedeni............cccoooooiiiiiiiiiiii e 2
1.2 B Hiicre Immiin YetmezIigi : .....cccevvvvivivereriiiceireieeieeeee e 2
2. TERMINOLOJI.....coooiiiiieeeeeee ettt 3
P I = o1 o =T 4110 (o [ PSS 3
B = (Yo o ISP 3
2.3 Tant YONtEMICTL......eeiuviiiieiiiieiiesiee et 4
231 AYIICE TaANI ..o 4
2.3.2 Antenatal Tanl ... 4
2.4 Genetik DaniSma .......ccuveeiieeeiiieeiiee s sse e sie e 5
2.5 PrOQNOZ ... .ottt 5
2.6 X’e Bagimli Agammaglobulinemi ............cccooviiiiniiiiine 5
2.7 Klinik Tanimlama..........coocviiiiiiiiiii e 6

270 TeShis / TeStu......oiiiiiieiiiiecee e 6



ICINDEKILER(DEVAM)

2.7.2 Ongoriilen BulGUIAT ..............c..ccoooveueiiiiieieciece e, 6
2.7.3 KINIK ECIMES. ......c.viivieiiiiieiiieiece et 6
2.7.4 Laboratuar bulgular: .................ccoooiiiiiiiii 7
2.8 Teshisin KUrtulmast.......cocueeieiiiiiieiieeee e 7
2.8.1 Molekiiler Genetik Test Yaklasimlariy .....................cccoooeen e, 8
2.9 YONEtIM Ve TeAAVI .vvviiiiiiiiiiiieiee et 9
3.GENOTIP-FENOTIP KORELASYONU .......cccoonmiimmiirinriinriinneinninns 10
3.1 Genetik 11gili BOZUKIUKIAT .........ccviverircreiireisicseisse e 10
3.1.2 FENOLIP SEIIIENT cvveviieiceee e 11
3.3 X Baglantili Defektler ........ccociiiiiiiiiiiiiicieee e 12
3.4 Akraba Risklerinin Degerlendirilmesi. ........c.ccoovveieiiiiinieniicnicceeiens 12
3.5 Aile Uyeleri Igin RiSKIET............ccoviveviiecriiiieeieiceieee e 13
3.5.1 Bir Ebeveyn Probandi;............ccoooooiiiiiiiiiii e 13
3.5.2 Bir Sib Probandi............cccoooiiiiii 13
3.5.3 Bir Probandin Cocuklarinda...................ccooconniiinninii e 14
3.6 Germline mozaikligi gozlenme durumu............ccccooevviiiniiniicnienieenns 14
4. MOLEKULER GENETIK ......coccoovuiiiiniiniiinisssessiesieninns 15
AL BT ettt nre e nas 16
4.1.1 BTK Gen YapISL........cocoiiiiiiiiiiii s 17
4.2 BTK DOMAINIEIT ...t 18
4.2.1 PH dOMAINT: oo 18
4.2.2 TH AdOMAINT ; ..o 19
4.2.3 SH3 dOMAINI;.....coiiiiiiiiciics e 19
4.2.4 SH2 dOMAINI;.....cciiiiiiiiiic s 19

4.2.5 KiNAZ HOMAINT; ....vviiiiiciii ettt e s bae e e s sraeee e 20



ICINDEKILER(DEVAM)

4.3 Tam Boy BTK Kompozit Modeli........c.coccooiiiiiiiiiiic e 21
4.4 BTK domain SEKanSI ........cc.cecuieeiiieiiiie i cie e siee e siee e 24
4.5 BTK CDNA SEKANST....cviiviiiiiiiciiiieiceee s 25
4.6 BTK Sinyal YOlagi......ccoveiiiieiiiiiiiciieieseee s 31
5.Y KULLANILAN YONTEM ........coooovviiieriieerieeeeeese e, 33
5.1.DNQ EITEST ... 33
5.1.1.Invitrogen Purelink Genomic Blood DNA Purification ................ 33
S5A2HAZIYIAMA ...t 34
S5.0.3PTOSEAUIT ..o e 34
5.2.DNANIN KONITOI: ..vveeiiiiieiiiie st 35
5.2.1.Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR): ........cccccceiveiiiieiiieiciieceens 35
5.3.DNA DiIzZIIBME: ...t 38
5.4 ItatiStiKSEl ANALIZ: ..v.vvveeeieeee sttt 39
6. TARTISMA VE SONUCLAR........ccccoo it 40
6.1. SONUCLAR ....coooveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eeeeee s se s eeeeesees s 46
6.2 KONtrol grubunda...........cocooeiiiiiiiiiee s 57
T.BULGULAR. ...ttt 58
8. KAYNAKLAR ...t 60
8. KAYNAKLAR(DEVAM).....oootiiiiiieie ettt 606
8. KAYNAKLAR(DEVAM).....oooiiiiiiieiie ettt 607
8. KAYNAKLAR(DEVAM)....oiiitiieitee et 608
8. KAYNAKLAR ... 609
8. KAYNAKLAR ...t 60
8. KAYNAKLAR ...t 61

KATKI BELIRTME ......ooooooeoeoeeeeeeeeee oot ea e e ee e e e e e 67






SEKILLER DiZiNi

Sekil Sayfa
2.2 BTK geninin etyoloji diyagrami........c.ccceviviiiiiiinniiiesiieesniee e ssivee s 4
4.1 Bruton tirozin KiNazi YapISL. ....cceecveieeieerieseesieesieseeseeseeseesseessesneesnas 16
4.1.1 Diyagramda BTK substratlart ve inhibitdrleri..........c.ccoovvieiiniinnenn. 17
4.1.2 BTK fOSTOrilasyon SIteSI. ........cocovriiieieiiiiie e 18
4.1.2 BTK-PH domaininin membran etkilesimi..............cccceeevviieeeiiiiiinnenns 18
4.2.2 TH domain’de bulunan N-terminal BTK motifi..........cccccocovvvvviennnnn. 19
Sekil : 74.2.4 SH2 domani i¢eren GeNler...........ccueieriuieneeiiieeiiesieesiesieens 20
4.2.5 Kinaz domaininin aktivasyon lOpU .........ccccoeiriiininincnecse e 21
4.3 BTK geninin kompozit modeli...........cccooveveiiieiiiiiic e, 22
4.3.1 BTK bilesik modeli. .........ooooiiiiiiiiiiiie e 23
4.5 BTK SINYal YOIAGL. ...eeviiiiiiiiiiiiieiiec i 31

7.1.1 BTK geninde saptanan varyantlarin gosterilmektedir. ........................ 59






CIZELGELER DiZiNi

Tablo Sayfa
1: TablOVaryasyon OTANI .........cccueiueeieieeriesiesieesieseeseeseeseesreeeesree e eeesneennas 8
3.2 : Agammaglobulinemi - 10 Kayit........cccooeririniiiiiieieeese e 11
4.1: X-Bagli Agammaglobulinemi: Genler ve Veritabanlari ....................... 15
4.2:X-Bagli Agamaglobulinemi i¢in OMIM Yazilart. ........cccccoovvviiiiinennn. 15

4.3:Gen-fenotip 1liSKIIETT ...ovveiiiieiiic i 16






Simgeler

BTK

XLA

PH

TH

SH3

SH2

SH1/TK

HGMD

EDTA

PCR

TAQ

SNP

SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

Aciklamalar

Bruton Tyrosine Kinase

X-Linked Agammaglobulinemia

Pleckstrin Homolojisi

Tec Homolojisi

Src Homoloji 3

Src Homoloji 2

Src Homoloji 1/ Tirosin Kinaz

Human Gene Mutation Database

Ethylenediaminetetraacetic Acid

Polymerase Chain Reaction

Termo Stabil Polimeraz Enzimi

Single Nucleotide Polymorphism”Ler









1.GIRIS

Immiin  yetmezligi, bagisiklik sisteminin defonksiyon anlamina
gelmektedir. Boylece insanlar gesitli enfeksiyonlara yatkindirlar. Immiin
yetersizliligi Primer ve ya sekonder (adventif) olmaktadir. Primer immiin
yetersizligi konjenital genetik bozukluklar nedeniyle olusur , adventif immiin

yetersizligi ise hastaliklar takibinde olugmaktadir.

En taninmis ikincil immiin yetmezligi AIDS hastaligidir.

Antikorlar (antikor) eksikligi Primer immiin yetmezliginde en sik
goriilen tipdir. Antikor eksikligi olan hastalar, bakteriyel enfeksiyonlara
muztarip kalma kabiliyeti ¢ok yiiksektir. Bu breyler , gerektiginde diizenli ve
devamli olarak intraven6z immunoglobulin ve antibiyotik alma

zorundadirlar.

B Lenfositlerinin yeterli antikorlar salgiliyamamas1 ve ya kalitesiz
antikorlarin salgilanmasi bu hastalik grubunda patolojik temeldir.Aslinda,
kemik iligindeki ve periferal lenfoid dokulardaki B lenfositlerinin temayiiz
eksikligi, patolojik temelinin ana nedenidir. En yaygin antikor eksikligi
hastaliklarinda “‘Secici IgA’’ eksikligi gozlenmektedir . Cogu insanlarin
uzun bir siire kendi rahatsizliklarindan habersizdirler ve sik sik soguk
algimhigr ve Synvzythay nedeniyle her yil birkag¢ kez doktora miiracaat
etmektedirler. Bu hastaligin  temel nedeni ve tedavisi simdiye kadar

bilinmemektedir.

1.1 Agammaglobulinemi (XLA)

Yaygin degisken immiin yetmezligi ad1 verilen ve kisaca CVID olarak

da tanimlanan, Primer Antikor eksikliginin bir formu ve sadece erkeklerde



gozilkkmekte olan bu hastalik ‘‘Bruton tirozin kinaz eksikligi’” de
adlandirilir ve cinsiyete bagili Agammaglobulinemi ve ya XLA’da

denilmektedir.

1.1.2 XLA’nin 6nemli belirtileri

Rekiirren Bakteri enfeksiyonlar1, kandaki B lenfositlerinin

eksikligi ve Serum antikorunun ciddi azalmasi 6nemli belirtileri’dir.

1.1.3 Hastahigin nedeni

X kromozomu fiizerinde yer alan Bruton Tirosin Kinaz (BTK)
kodlayan Gende meydana gelen defektler, bu hastaliga neden

olmaktadir.

1.2 B Hiicre Immiin Yetmezligi :

Immiin yetmezliginin ortaya ¢ikmasinda rolu olan her basamagin
primer immiin yetmezIligi hastaliklarina, potansiyel yaratmaktadir. X’e
bagli ilk primer immiin yetmezIligi , hipogammaglobulinemi (Bruton
hastalig1)’nin tanimlandig1 yani 1952°den bu yana yaklasik 130 primer
immiin yetmezlik hastaligr tamimlanmustir. Ozellikle son 8 yil
icerisinde, bu hastaliklarin molekiiler temelinin anlasilmasi ve elde
edilen gelismeler sayesinde, 25 yeni gen defektinin immiin

yetmezligine yol actig1 belirlenmistir.



2. TERMINOLOJI

Bruton, ilk kez 1952’de’’agammaglobulinemia’” olarak tanimlandi ve
X baglantili kalitim kalib1, tanimlandig1 zamandan kisa siire sonra kaydedildi.
Bu  hastaliga  bazen  konjenital  agammaglobulinemi,  ailesel
hipogammaglobulinemi veya infantil agammaglobulinemi ya sadece

agammaglobulinemi denilmektedir .

2.1 Epidemiyoloji

Tahmini prevalans 1 / 350,000 ila 1 / 700,000'dir. Yillik insidensi
bilinmemektedir. Kalitsal gen defektlerine bagli immiin sistemin islevinde
ortaya c¢ikan bozukluklar ile karakterize olan tim primer immiin
yetmezliklerini g6z Oniine aldigimizda bu hastalikligin insidans1 1/2.000 -
1/10.000 canlt dogum olarak bildirilmektedir. Ayrica popiilasyondaki genel
prevalanslar1 ise 1/10.000 ile 9/10.000 arasinda degigsmektedir. Amerika
Birlesik Devletlerin’de her yeni dogan 500 bebekten 1’inde immiin sisteminin
bir komponentinde bozukluk ile diinyaya geldigi vurgulanmigtir. Diinya
capinda tiim 1rk ve ¢esitli etnik gruplarda goziikmekte olup sadece erkekler

etkilenir ve disiler asemptomatik tasiyicilardirlar (Lovering ve ark 1994).

2.2 Etiyoloji

XLA, B lenfositlerinin farklilagsmasi1 ve olgunlasmasi ile iligkili olan,

BTK geninin mutasyon sonucudur.



Sekil : 2.2 BTK geninin etyoloji diyagramu.

2.3 Tam Yontemleri

Tekrarlayan veya devam eden bakteriyel enfeksiyonlar bulunan
hastalarda XLA tanis1 disiiniilmelidir. X’e bagli transmisyon ile
uyumlu bir aile dykiisii bu taniya isaret etmektedir. Diisiik serum Ig
gosteren kan testleri ve 6nemli 6l¢iide azaltilmis B lenfosit sayimlart ile
teyit edilebilinir. Molekiiler genetik testleri , taniy1 olusturmak veya
dogrulamak i¢in kullanilmalidir (Vorechovsky ve ark 1994).

2.3.1 Ayric1 Tam

Otozomal resesif veya dominant gecisli agamaglobulinemi, yaygin degisken
immiin yetmezIligi(CVID) , Hiper IgM sendromu ve siddetli kombine immiin

yetmezligi(SCID) ayrici tani olarak kullanilmaktadir.

2.3.2 Antenatal Tam

Ailede hastaliga neden olan mutasyonun saptanmasi daha sonra

prenatal taniy1 saglamaktadir.



2.4 Genetik Damisma

XLA, adindan anlasilacagi gibi, kalittimda X’e bagli bir yol
izlemektedir. Vakanin yaklasik% 50’si ailevi, geri kalam1 de novo
mutasyonlarla iliskili oldugu diistiniilmektedir. Etkilenen aile tiiyelerine

genetik danisma yapilmalidir.

2.5 Prognoz

XLA hastalariin ¢ogunda normal bir yasam gozlenmektedir. Fakat
bazi hastalarda ciddi enfeksiyonlar ve komplikasyonlar, gelismesi nedeniyle
yasam beklentisi azalmaktadir. Erken tedavi Onlemler ve tedavi uyumu
onemli prognostik faktorlerdir.

XLA’lh bireylerin prognozu, daha erken teshis, liberal antibiyotik
kullanim1 ve serum IgG konsantrasyonlarinin normal olarak elde edilmesine
olanak tanityan gamaglobulin preparatlarinin gelistirilmesi ve gamaglobulin
stibstitlisyon tedavisinde son 35 yilda belirgin sekilde basarili sonuglar elde
edilmistir. Cogu birey, normal bir hayat siirdiiriir. Bununla birlikte, uygun
tedaviye ragmen yaklasik% 10 oraninda bireylerde 6nemli enfeksiyonlar
gelistigi ve kronik pulmoner degisiklikler gozlenmektedir (Kerner ve ark
1995).

2.6 X’e Bagimh Agammaglobulinemi

X kromozomuna bagli konjenital immiin yetmezligi resesif gegisli olup
ve B lenfositlerinin olgunlasmasinda bozukluklara yol agmaktadir. Ayrica 6-
9 aylar arasinda anneden ¢ocuga gecen IgG antikorlarinin kaybolmasi ve
tretilememesi sonucun’da enfeksiyonlara yatkinli ile hastaliklar ortaya

¢ikmaktadir.


http://tureng.com/tr/turkce-ingilizce/s%C3%BCbstit%C3%BCsyon

2.7 Klinik Tanimlama

Etkilenen bireyler, kalan maternal immiinoglobiilinler nedeniyle
dogun sonras1 birka¢ ay genellikle sagliklidirlar. Hastalarda seyrek
vitiligo, eritematéz dokiinti veya alopesi totalis oldugu
bildirilmektedir. Biiyiime ve gelisme genelligi normaldir, klinik
belirtileri bazi hastalarda az siddetli olup ve 10 yasindan ve sonrasina
kadar immiinodeficient gorulmektedir. XLA komplikasyonlar1 arasinda
progresif akciger hastaligi, iltihapli bagirsak hastaligi, artrit ve
norolojik degisiklikler bu hastaligin klinik tanitimini desteklemektedir.

2.7.1 Teshis / Test.

Serum immiinoglobiilinlerinin tiimiinde belirgin azalma goriilmesi
veya B hiicrelerinin bulunmamasi (CD19 + hiicreleri) XLA nin teshisini
saglamaktadir. Ayrica B hiicrelerinin sayisindaki azalma en tutarli ve
belirgin ozelliktir.

Not ; B hiicrelerinden yoksun amcasi veya erkek kuzeni olmas1 taniya
sahip  erkeklerde hemizigot BTK patojenik  varyantim1 ~ ve  disilerde
ise heterozigot BTK patojenik varyantinin saptanmasini neredeyse kesin
kilmaktadir.

2.7.2 Ongériilen Bulgular

Asagidaki bulunan klinik dykiisii, laboratuar bulgulari ve aile oykiisii
olan bireylerde XLA’dan siiphelenmelidir.
2.7.3 Klinik gecmis.

Asagidakilerden herhangi biri:
e Bes yasindan once baslayan niikseden otitis, pndmoni, siniizit ve

konjunktivit


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/n/gene/glossary/def-item/pathogenic-variant/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/n/gene/glossary/def-item/heterozygous/

e Sepsis, menenjit, seliilit veya ampiyem gibi hayat1 tehdit eden ciddi
bir bakteri enfeksiyonu

e Lenfoid dokunun (kii¢iik adenoidler, bademcikler ve lenf nodlarinin
fizik muayenesinde) eksikligi

2.7.4 Laboratuar bulgular:

Serum immiinoglobulinlerin tiim simiflarinda belirgin azalma

A. Serum IgG konsantrasyonu tipik olarak <200 mg / dL (2 g / L)
‘dir. XLA’l1 bireylerin ¢ogu, dlgiilebilir serum IgG’si genellikle 100
ila 200 mg / dL arasinda olup, bireylerin yaklagik % 10’unda serum
IgG konsantrasyonu > 200 mg / dL’dir.

B. IgM ve IgA serum konsantrasyonlart tipik olarak <20 mg /
dL’dir. Serum IgM konsantrasyonuna 6zel dikkat gosterilmeli. IgG
ve IgA serum konsantrasyonunda azalma, immiinoglobiilin
olusumunda gecikme yasayan ¢ocuklarda goriilebilmesine ragmen,
diistik serum IgM konsantrasyonu her zaman bagisiklik yetersizligi ile

iliskilidir.

2.8 Teshisin Kurulmasi

Erkek Probandi; XLA’ ’nin teshisi klinik ve laboratuvar bulgular ile
saptanir ve molekiiler genetik testi ile BTK’da hemizygdz patojenik bir

varyantin saptanmasi saglanmalidir (bkz. Tablo 2.8).

Heterozigot Disiler; XLA’l1 tek bir kadin rapor edilmistir. Babasi
XLA’lh ve gen analizinin sonucundan , paternal olarak tiliretilen X

kromozomu aktif X oldugu saptanmustir.



2.8.1 Molekiiler Genetik Test Yaklasimlari

Tek gen testi , Coklu gen paneli kullanimi ve daha kapsamli Genomik

testi icermektedir .

A. Tek Gen Testi;Once BTK nin dizi analizi yapilir ve bunu takiben
patojen olmayan varyantin gen hedefli silme / duplikasyon analizi bulunur.
Patojenik varyanti olan bireylerin yaklasik % 3-5’inde BTK geninin timii
veya bir kismi ve BTK ile baglantili olan TIMMSA geninde biiyiik silinmeler
saptanmaktadir. Sonuc olarak XLA’ya ve sagirlik-distoni-optik noropati
sendromuna (DDS; Mohr-Tranebjaerg sendromu olarak da adlandirilir)
neden olmaktadir.Ayrica kromozomal mikroarray (CMA) ile ek testler
yapilmaktadir. XLA ve DDS’in klinik 06zelliklerine dogru yaklasim igin

bireylerde 6nce CMA testinin yapilmasi 6nerilmektedir.

B. BTK ile Baglantih Diger Genleri iceren Coklu Gen Paneli;
Panelde yer alan genler ve her gen i¢in kullanilan testlerin tanisal duyarliligs,
laboratuar ve zamana gore degismektedir. Bir panelde kullanilan yontemler,
dizi analizi, silme / ¢ogaltma analizi ve / veya sekans’a dayali olmayan diger

testleri icerebilir.

C. Daha Kapsamh Genomik Testleri; exome dizileme ve genom
dizileme dahil olmak tizere XLA belirtilerine sahip bir kiside, taniy1 teyit
etmek i¢in kabul edilebilinir yontemdir. Ayrica bu tiir testler, daha 6nce
diisiiniilmeyen bir teshisi (6rnegin benzer bir klinik sunumla sonuglanan
farkli bir genin veya genlerin mutasyonu) saglamakta olup veya onermis

olabilmektedir.



Sekans analizi

Gen hedefli silme / %38

cogaltma analizi
CMA %3-5

Tablo 2.8 varyans orani.

2.9 Yonetim Ve Tedavi

XLA’nin kiiratif tedavisi bulunmamaktadir ancak hastalik kontrolii,
tutarli gammaglobulin terapisi ile basarilabilir. Gammaglobulin terapisi
damardan (400-600 mg / kg her 3-4 haftada) veya subkutan olarak (100 mg /

kg her hafta) verilebilir. Tedavi miimkiin oldugunca erken baslatilmalidir.

Bazi immiinologlar gore kronik profilaktik antibiyotiklerin
kullanilmasi, akut enfeksiyonlarin tedavisinin uzamasi ve antibiyotik
dozlarinin maksimum da uygulanmasi tedavi yontemleridir. Ayrica bu
hastalik grubunun tedavisinde kullanilan immunoglobulin enjeksiyonu , ¢ok

dikkat gerektirmekte olup ve birgok durumda yapilmamalidir .
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3.GENOTIP-FENOTIP KORELASYONU

Spesifik BTK patojenik varyanti ile hastaligin ciddiyeti arasinda gii¢lii
bir korelasyon gozlenmemistir; Bununla birlikte, korunan yerlerde meydana
gelen amino asit degisimleri veya splise defektlerine sahip kisilerde, teshis
aninda daha yash olma egilimi gosterirler ve serum IgM
konsantrasyonlarinda ve periferik dolasimda biraz daha fazla B hiicresine

sahip olduklar1 saptanilmaktadir (Aghamohammadi ve ark 2007).

3.1 Genetik Tlgili Bozukluklar

A-GeneReview; tartigilan fenotiplerin disindaki saptanan patojenik
varyantlarin BTK ile iligkili oldugunu gosterrmektedir.Patojenik varyantina
sahip bireylerde, BTK ile yakin iliskili olan ve geni kapsayan TIMMS8A ,
bazen TAF7L ve DRP2’de genis bir silinme varyasyonu, ortaya ¢ikmaktadir.
Bu multi gen silinme varyasyonuna sahip kisilerde, XLA ve sagirlik-distoni-
optik noropati sendromu gézitkmektedir (Arai ve ark 2011).

XLA benzeri fenotipe sahip disilerin ¢ogunda ve XLA fenotipi olan,
ama BTK patojenik varyantina sahip olmayan erkeklerde , B hiicrelerinin

gelisimi icin gerekli olan diger genlerin kusurlu olmasi muhtemeldir (bkz.

Tablo 3.2).
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3.1.2 Fenotip Serileri

TABLO 3.2 : Agammaglobulinemi - 10 Kayit

?Agammaglobulinemia 615214
7, autosomal recessive 1
?Agammaglobulinemia5 AD 613506 LRRC
8A
- Agammaglobulinemia4 AR 613502 BLNK
- Agammaglobulinemial AR 601495 IGHM
- Agammaglobulinemia6 AR 612692 CD79B
Agammaglobulinemia 8, AD 616941 TCF3
autosomal dominant
- Agammaglobulinemia3 AR 613501 CD79A
- Agammaglobulinemia2 AR 613500 IGLL1
Agammaglobulinemia, XL 300310 AGMX
X-linked 2 2
Agammaglobulinemia, XLR 300755 BTK
X-linked 1

OMIM’de agammaglobulinemi fenotipi ile iliskili genlerin listesi.


http://omim.org/phenotypicSeries/PS601495?sort=location&order=desc
http://omim.org/phenotypicSeries/PS601495?sort=location&order=desc
http://omim.org/phenotypicSeries/PS601495?sort=phenotype
http://omim.org/phenotypicSeries/PS601495?sort=phenotypeMimNumber
http://omim.org/phenotypicSeries/PS601495?sort=phenotypeMimNumber
http://omim.org/phenotypicSeries/PS601495?sort=phenotypeMimNumber
http://omim.org/phenotypicSeries/PS601495?sort=geneSymbols
http://omim.org/phenotypicSeries/PS601495?sort=geneSymbols
http://omim.org/geneMap/5/190?start=-3&limit=10&highlight=190
http://omim.org/entry/615214
http://omim.org/entry/615214
http://omim.org/entry/615214
http://omim.org/entry/171833
http://omim.org/entry/171833
http://omim.org/geneMap/9/482?start=-3&limit=10&highlight=482
http://omim.org/entry/613506
http://omim.org/entry/613506
http://omim.org/entry/608360
http://omim.org/entry/608360
http://omim.org/geneMap/10/379?start=-3&limit=10&highlight=379
http://omim.org/entry/613502
http://omim.org/entry/613502
http://omim.org/entry/604515
http://omim.org/geneMap/14/523?start=-3&limit=10&highlight=523
http://omim.org/entry/601495
http://omim.org/entry/601495
http://omim.org/entry/147020
http://omim.org/geneMap/17/749?start=-3&limit=10&highlight=749
http://omim.org/entry/612692
http://omim.org/entry/612692
http://omim.org/entry/147245
http://omim.org/geneMap/19/56?start=-3&limit=10&highlight=56
http://omim.org/entry/616941
http://omim.org/entry/616941
http://omim.org/entry/616941
http://omim.org/entry/147141
http://omim.org/geneMap/19/636?start=-3&limit=10&highlight=636
http://omim.org/entry/613501
http://omim.org/entry/613501
http://omim.org/entry/112205
http://omim.org/geneMap/22/91?start=-3&limit=10&highlight=91
http://omim.org/entry/613500
http://omim.org/entry/613500
http://omim.org/entry/146770
http://omim.org/geneMap/X/1?start=-3&limit=10&highlight=1
http://omim.org/entry/300310
http://omim.org/entry/300310
http://omim.org/entry/300310
http://omim.org/entry/300310
http://omim.org/entry/300310
http://omim.org/geneMap/X/472?start=-3&limit=10&highlight=472
http://omim.org/entry/300755
http://omim.org/entry/300755
http://omim.org/entry/300755
http://omim.org/entry/300300
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B-IGHM’de (Ig p zincir C bolgesini kodlayan) 20’den fazla farkli
patojen varyanti olan en az otuz kisi bildirilmektedir. Bu kisiler erken yasta
tibbi miidahale egilimindedirler ve XLA’l1 bireyler ile kiyaslandiginda, hayati
tehdit eden enfeksiyonlara yakalanma olasilig1 daha yiiksek olup ve klinik

belirtileri asir1 Ortiisme gostermektedir.

Iga (CD79A), IgB (CD79B ), A5 (IGLL1 ), BLNK veya PIK3R 1 deki
Defektlerin her biri besten az kiside bildirilmistir. Bu bes genetik defekt’ten
herhangi birine sahip kisiler, XLA’li bireyler’den, rutin klinik veya

laboratuvar testleri ile ayirt edilemezler.

3.3 X Baglantih Defektler

Serum immiinoglobiilinlerin, diisiik konsantrasyonlarinda agagidaki X

baglantili bozukluklar goriilebilmektedir:

e X baglantili hiper IgM sendromu (CD40 ligand eksikligi olarak
da bilinir)
e X baglantili siddetli kombine immiin yetmezligi.

e X baglantili lenfoproliferatif hastalik.

3.4 Akraba Risklerinin Degerlendirilmesi.

Riskli erkek akrabalarinda dogumdan sonra, gamma globiilin
substitiisyon tedavisi derhal baslatilmali ve viral asilarin verilmesinden
ka¢inilmamali  ve miimkiin oldugunca degerlendirilmesi tavsiye

edilmektedir. Degerlendirmeler agsagidakilari icerebilir:

o Spesifik BTK patojenik varyanti bilinen aile i¢in molekiiler genetik
testi ;


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/n/gene/glossary/def-item/pathogenic-variant/
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e Periferik dolasimdaki B hiicrelerinin yiizdesinin analizi.

Not:  Annenin  IgG’si  plasentayr  gegtigi  icin  serum
immunoglobulinlerinin yeni dogan bebeklerde degerlendirilmesi yararli
olmayacaktir.

3.5 Aile Uyeleri Icin Riskler

3.5.1 Bir Ebeveyn Probanda;

Etkilenen erkegin babasi bu bozukluga sahip degilse, BTK patojenik
varyanti i¢in homozigot olmayacaktir; Bu nedenle, daha fazla degerlendirme

/ test yapmaya ihtiyact duyulmaz.

Birden fazla etkilenen bireyin bulundugu bir ailede, etkilenen bir

erkegin annesi zorunlu bir heterozigottur (tastyici).

Bir kadinin birden fazla etkilenen ¢ocugu varsa ama diger etkilenen
akrabalar1 yoksa ve eger BTK patojenik varyant1 onun 16kosit DNA’sinda

bulunamazsa, germ hat mozaikgiligine sahiptir (Gonad mozaisizm) .

Etkilenen tek erkek aile iiyesiyse (etkilenen erkeklerin% 50’si simpleks

vakalarin1 temsil eder), iki olasilik gézlenmektedir:

e Anne bir tasiyicidir (vakalarin% 80-85°1)
e Etkilenen erkek, de novo patojenik bir varyanta sahiptir ve bu

durumda anne tasiyici degildir (vakalarin % 15-20 si)

3.5.2 Bir Sib Proband1

Kardesler igin risk, annenin genetik durumuna baghdir. Annenin
tastyict olmasi durumunda, her gebelikte patojenik varyantin goziikme

olasiligt % 50’dir. Patojenik varyantin miras kalmas: erkekleri
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etkilemektedir, Patojenik varyanti miras alan disiler ise tasiyicidirlar ve

etkilenme olasilig1 ¢ok diisiiktiir.

3.5.3 Bir Probandin Cocuklarinda

Etkilenen erkekler’de BTK patojenik varyantinun aktarilmasi: Tiim
kizlar tastyici olacak ve muhtemelen etkilenmeyecler. Ogullarinin hi¢birinde

gozliikmemektedir.

3.6 Germline mozaikligi gozlenme durumu

Boylece, etkilenen bir erkek bir ailede tek bir vakay1 tesmil ediyorsa ve
annesinin 10kosit DNA’sinda BTK patojenik varyanti tespit edilemezse,

erkek kardeslerinin etkilenme riski (<% 5) oranlarinda bulunmaktadir.
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4. MOLEKULER GENETIK

Molekiiler Genetik; OMIM tablolarindaki bilgilere ve GeneReview’in
bilgilerine dayali yazilmaktadir. Veriler asagidaki standart referanslardan
derlenmistir: HGNC geni; Kromozom lokusu, lokus adi, kritik bolge,
OMIM’den, UniProt’tan gelen protein baglantilarin saglandigi veritabanlara

dayal1 elde edilmektedir.

Gen | Kromozom| Protein Lokusa Ozgii HGMD

BTK} Xqg22 .1 Tirosin- BTK@LOVD BTK
protein kinaz = BTK tabani: X
BTK baglantili

agammaglobulinemi
icin mutasyon kayit

veritabani

Tablo 4.1: X-Bagli Agammaglobulinemi: Genler ve Veritabanlari

BRUTON AGAMMAGLOBULINEMIA TYROSINE
KINASE; BTK

|300755| AGAMMAGLOBULINEMIA, X-LINKED; XLA

Tablo 4.2:X-Bagl Agamaglobulinemi icin OMIM Yazilari.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/695
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/mapview/maps.cgi?taxid=9606&chr=X&query=BTK&qstr=BTK&maps=snp,genes-r,pheno&zoom=2
http://www.uniprot.org/uniprot/Q06187
http://www.uniprot.org/uniprot/Q06187
http://www.uniprot.org/uniprot/Q06187
http://www.lovd.nl/BTK
http://structure.bmc.lu.se/idbase/BTKbase/
http://structure.bmc.lu.se/idbase/BTKbase/
http://structure.bmc.lu.se/idbase/BTKbase/
http://structure.bmc.lu.se/idbase/BTKbase/
http://structure.bmc.lu.se/idbase/BTKbase/
http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/gene.php?gene=BTK%20
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/300300
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/300755
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Fenotip Fenotip
MIM

numarasi

Agammaglobulinemi ve izole 30.7.200

hormon eksikligi

Agammaglobulinemi, X baglantih 1 300755 XLR

Tablo 4.3:Gen-fenotip iliskileri

41BTK

Gene_sinonim="AGMX1; AT; ATK; BPK; IMD1; PSCTK1; XLA"

Yaklagitk 40 yil once agammaglobulinemi olan ailelerde tirozin
kinazlara benzerlik gosteren bir gen klonlanmis ve Bruton tirozin kinaz
(BTK) olarak adlandirilmaktadir. Xq21.3-Xq22’de lokalizedir ve 19 ekson
icermektedir , 37.5 kb’yi kapsamaktadir. BTK, sitoplazma ve ¢ekirdek
arasinda harekette oldugu bilinmektedir. BTK, NF-kB sinyallemesini aktive

eder ve ayn1 zamanda bu yolagada promoteru vasitasiyla diizenlenmektedir.

BTK proteini, TEC, ITK / TSK / EMT tarafindan olusturulan reseptor
olmayan tirosin kinazlarin alt ailesinin bir tiyesidir , ve farkli fonksiyonlara

sahip olan bes domain’dan olusmaktadir (Smaith ve ark 1998).

3 Ssrc 2 ) Kinaz domaini

Plekstrin homoloji

Sekil : 4.1 Bruton tirozin kinaz yapisi.


https://www.omim.org/geneMap/X/472?start=-3&limit=10&highlight=472
https://www.omim.org/entry/307200
https://www.omim.org/entry/300755
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4.1.1 BTK Gen yapis1

Bruton tirozin kinaz (BTK)’in, bes farkli domaini Sekil 4.1.1
gosterilmektedir. . 1 ila 138 amino asid PH domanini, 139 ila 215 amino asidi
TH domanini, 216 ila 280 amino asid SH3 domanini , 281 ila 377 amino
asitleri SH2 domanini ve 378 ila 659 amino asitleri SH1/TK domanini
yaratmaktadirlar. PH (pleckstrin homolojisi), TH (Tec homolojisi), SH3 (Src
homoloji 3) SH2 (Src homoloji 2) ve SH 1 / TK (Src homolojil / Tirosin
Kinaz) domainlerini tamsil etmektedir. Iki tirozin fosforilasyon (Y) bolgesi
ve ibrutinibin baglanma yeri konumu gosterilmekte olup ve her domain igin
sinyal etkilesim molekiilleri gosterilmektedir. Buna ek olarak MYDS8S ,
IRAK , TIR ve TLR lerin BTK’ya baglandigi saptanmaktadir , ancak

etkilesim alanlar1 bilinmemektedir (Satterthwaite ve ark 1998).

PIP3  Zn-kofaktdrii BLNK C481

(Ibrutinib) Y551
A o

Kinaze }C
659

Sekil: 4.1.1 Diyagramda BTK substratlari, inhibitorleri ve upstream

molekiillerinin baglanma alanlar farkili renklerde gosterilmektedir.
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PH-TH modilu Src benzer modiili
fosforilasyon sitesi
1 140172 217 270 304 i
BTK PH TH)—L%H3H SH2 H kinase )
1
Tyr 223 Tyr 551

Sekil : 4.1.2 BTK fosforilasyon sitesi.

4.2 BTK Domainleri

4.2.1 PH domaini:

GTPaz aktive edici protein, fosfolipaz ve sitoskeletal proteine sahip ,

kiigtik modiilerdir.Ayrica sinyal proteini olarakta tanimlanmaktadir.

BTK-PH domaini ; tiglii bir fonksiyona sahiptir : heterotrimerik G-
proteinlerinin baglanmasini, protein kinaz C’nin baglanmasin1 ve pleckstrinin
korunmusg lizin pargalart vasitasi ile hiicre zarindaki fosfoinozitlere
baglanmasin1 saglamaktadir.Ayrica ~ PH domainindeki mutasyonlarin,

fenotipik belirtilerle iliskilidir (Hyvonen ve Saraste 1997).

Sekil : 4.1.2 BTK-PH domaininin membran etkilesimi (Desiderio
1997).
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4.2.2 TH domaini ;

Son derece korunmus , BTK motifi igeren ve prolin agisindan zengin
bolgedir. Bu domain’de bulunan N-terminal BTK motifi, PH alaninin C-
terminal bolgesinde yer alan G-proteinlerinin By alt birimlerine baglanmak

i¢in gereklidir (Schnute ve ark 2012).

Sekil : 422 TH domain’de bulunan N-terminal BTK motifi
(Gustafsson ve ark 2017).

4.2.3 SH3 domaini;

prolin acisindan zengin bolgeyi , src aile tiyesi (Fyn, Lyn ve HCK) ve
proteini tirosin kinazlar bu domain tarafindan tanimlanmaktadir. Ayrica SH3

domaini poliprolin tip II helix’ine baglanmaktadir (Roskoski 2016).

4.2.4 SH2 domaini;

Hiicresel sinyal dalgalarimi algilayan fosfotirozin kalintilarini

tanimlamaktadir.
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Src homoloji 2 (SH2); Yaklasik 100°den fazla farkli insan SH2 alani
Oongoriilmiistir. SH2 domainleri, fosforile tirosin (pY) kalintilarina
baglanarak, molekiil i¢i ve molekiiller arasi (protein-protein) iletisimlere
aracilik etmektedir. Genellikle multidomain proteinlerde SH3 , fosfotirozin-
baglama alan1 (PTB) ve pleckstrin homolojisi (PH) alanlar1 gibi protein
baglama modiilleri ile birlikte goriilmektedirler. SH2 domaininde hastaliklara
neden olan varyasyonlarin taranmasi sonucunda sekiz gende SH2 domaininin
oldugu ortaya ¢ikmistir: BTK , SH2D1A , RasGAP, Zap-70 , SHP-2 , p85a
altbirimi(P13-K), STAT1 ve STAT5B aktivatorii. Bu genlerde ortaya ¢ikan
varyasyonlar, dokuz farkli klinik fenotipine neden olmaktadir. Varyasyon
tiirleri, tiim gen veya biiylik ¢apli delesyondan tek niikleotid varyantina kadar
degismektedir. Amino asit insersiyonu, SH2 domaininde en yaygin mutasyon
olarak goriilmektedir. SH2 domaini hiicresel sinyal yolaginda ana domain
olmamasina ragmen, hiicre gelisim siireci boyunca énemli role sahiptir ve

¢oklu sinyalleme basamaklarini diizenlemektedir (Sharma ve ark 2016).

KINASE | |

KINASE ‘ |

| DHNA-binding |

STATSE | ccp i DN A binding ‘

Sekil : 4.2.4 SH2 domani i¢eren genler (Tzeng ve ark 2000).

4.2.5 Kinaz domaini(TK);

BTK proteininin en biyik domainidir. Substrat spesifitesini,

aktivasyon mekanizmasini, altbirimlerin kompozisyonunu ve subseliiler
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lokalizasyonunu , katalitik alani , tirozin artiklarinin fosforilasyonunu ve

fosfat grubuna ATP baglama lobunu saglamaktadir (Hashimoto ve ark 1996).

helix acC

TSASN

Sekil : 4.25 Kinaz domaininin aktivasyon lopu.Saptanan

mutasyonlarin korelasyon.

BTK geninin 5' ucunun ekzon analizinde , herhangi bir konsensiis
TATAA veya CAAT box’in oldugu saptanmadi ; Bu bolgede {i¢ retinoik asit
baglanma yeri tespit edildi. BTK geninin, C-terminal alan1 kinaz aktivitesinin

dizenlenmesinde 6nemlidir.

4.3 Tam Boy BTK Kompozit Modeli

Tam boy Btk kompozit modelinde PH-TH alani kinaz alaninin ve SH3
alaninin Ustiine oturur ve muhtemelen Src benzeri modiil stabilize eden bir

"mandal” gorevini gérmektedir.



Sekil :

PH-TH
// riferik ste

‘
\)
)
N
s
s

Kanonik site

Uﬂ”u,

SH2 ‘
kinaz

4.3 BTK geninin kompozit modeli.

PH-TH

kanuni site

‘C
/

A \(1

\ (‘

kinaz

)
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BTK domain simiilasyonu, alanlar arasi etkilesimleri ve araylizey

molekiileri, bilesik modelde gosterilmektedir.

s /
‘.‘ ‘“ y/ [
N | (" N
\ ‘l ~/
r- -
| \.
|
|
/ /

N

SH3/PH-TH araylizey

Sekil :

PH-TH /kinaz arayizey

SH3/SH2-Baglayics arayiizey

 SHKinazarayizey
iy

0 SHKinarbaglaye

pojes  Th3d!

St

SH2[CAerminal arayiney
Kinaz

‘ (lu 67

4.3.1 BTK bilesik modeli (Wang ve ark 2015).
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4.4 BTK domain sekansi

protein dizizsi lizerinde yer aldigi bolgeler renkler ile ayrilarak

gosterilmistir.

5 Domainleri:PH

1 MAAVILESIF LKRSQQKKKT SPLNFKKRLF LLTVHKLSYY EYDFERGRRG 50
51 SKKGSIDVEK ITCVETVVPE KNPPPERQIP RRGEESSEME QISIIERFPY 100

101 PFQVVYDEGP LYVFSPTEEL RKRWIHQLKN VIRYNSDLIY8 150
151 200
201 250

251 RARDKNGQJEGYIPSNYVTJEAEDSIEMY EfWYSKHMTRSOJAEQLLKOEGKe{t1]
KMFGGFIVRDSSIKAGKYTVSVHAKSTGDPQGVEIRHYVVCSTPIOSQY'Y LAEK HEE

351 400
401 450
451 500
501 550
551 600
601 650

651 [[HB)Y4V/[e]==S 659


http://structure.bmc.lu.se/idbase/BTKbase/btkprot.html#PH
http://structure.bmc.lu.se/idbase/BTKbase/btkprot.html#TH
http://structure.bmc.lu.se/idbase/BTKbase/btkprot.html#SH3
http://structure.bmc.lu.se/idbase/BTKbase/btkprot.html#SH2
http://structure.bmc.lu.se/idbase/BTKbase/btkprot.html#TK
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4.5 BTK ¢cDNA sekansi

BTKbase, 341 benzersiz molekiiler olayin1 gosteren, 471 ilgisiz aileden
elde edilen kayitlar1 iceren BTK mutasyon veritabanidir. Ayrica Fenotip ile
ilgili bilgilerde bulunmaktadir. BTK’nin tim domaininde yer alan
mutasyonlarin, XLA’ya neden oldugu gozlemlenmekte olup , en yaygin
degisim smifi missense mutasyonlaridir. Mutasyonlar, siklikla arginin
artiklarini olusturan CpG bdlgelerini etkilemektedir. Mutasyonlara ek olarak,
bir dizi varyant veya polimorfizm bulunmaktadir. Bu veritabanina gore
mutasyonlarin ¢ogu enzim kesim bolgelerinde goziikmektedir.Ayrica nokta
mutasyonlarin yaklasik iicte biri CpG bolgelerinde saptanmaktadir. BTK
mutasyonlarinin biiyiik ¢ogunlugu 6zel oldugu gosterilmektedir. Mutasyonlar
gen lizerinde genis capta dagilmis olup yalnizca birka¢ korunmus bdlgede
saptanmaktadir. Bu veriler , XL A hastalarinda yiiksek bir spontan mutasyon

oranini desteklemektedir.

BTK proteininin tiim alanlarinin sekans dizisi ve son giincellemelere
dayal1 her alanda saptanan mutasyonlar ve varyasyon tipileri farkili renklerle

gosterilmektedir.
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Tablo 4.5 BTK sekansi

Codons Al ing codons Al ing codons

Exons ing exons Al ing exons

v SRR SIS (20 i e U

L Start lost SIEUETRES] Synonymousl

Other UTR
Markup  loaded

1 GCTCAGACTGTCCTTCCTCTCTGGACTGTAAGAATATGTCTCCAGGGCCAGTGTCTGCTG 60

0y 1
NGATCGAGTCCCACCTTCCAAGTCCTGGCATCTCAATGCATCTGGGAAGCTACCTGCATT 119

0 x Rex M RYK YR *xees 7
120 AAGTCAGGACTGANcacacnnntgaactccagaaagaagnagetnnngcincag/amng 179
............................................ ATGGCCGCAGTGATTC 16
............................................ -M--A--A--V--l-- 5

0 RRY*RYYY* RR *W M**K Y 13

T At nffellcafinaaaclfiacacatiiichiictaaactica 216

17 TGGAGAGCATCTTTCTGAAGCGATCCCAACAGAAAAAGAAAACATCACCTCTAAACTTCA 76
6 L--E--S-l--F--L--K--R--5--Q--Q--K+-K--K--T--S--P--L--N--F-- 25

0 * RRMSY *****xYy*xYy*\]YSR* * *Y * \WMMWR*F**ssdkksdokkdxkkxx 17

217 affaniinniic (T Tinfnninfofacacaiincticnniinn TG 276

77 AGAAGCGCCTGTTTCTCTTGACCGTGCACAAACTCTCCTACTATGAGTATGACTTTGAAC 136
26 K--K--Re-Le-F--Lo-L--T--V--H--K--L--8--Y--Y--E--Y--D--F--E-- 45

O M *kk * Y * ***********W * YRW 6

AN T & N A I A AT Tl C A AN AR A NI Y TYBINCINC TTGRINNTGAAA 325

137 GTGGGAGAAGAGGCAGTAAGAAGGGTTCAATAGATGTTGAGAAGATCACTTGTGTTGAAA 196
46 R--G--R--R--G--5--K--K--G--S--|--D--V/--E--K+-|--T--C--V--E-- 65

0 ** Y R wwxx Y *xy D R 6
326 CENITGGTTNCTGANAAANNENCTCCTCCANNNNNENAGETENC Y@ iinaggtgagagt 385

197 CAGTGGTTCCTGAAAAAAATCCTCCTCCAGAAAGACAGATTCCGAGAAGAGGTGAAGAGT 256
66 T--V--V--P--E--K--N--P--P--P--E--R--Q--|--P--R--R--G--E--E-- 85

386 ccagtfjaaatofiillaaatttcaatcattgaaaggnticcttalicccttfingMNNNNAT 445
257 CCAGTGAAATGGAGCAAATTTCAATCATTGAAAGGTTCCCTTATCCCTTCCAGGTTGTAT 316
86 S--S--E--M—E—-Q--I--Sw-l--|-E--R--F—P--Y--P—F--Q--V~V-- 105
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0 Y**  KYSW*ryy*sM * R R *RYRR** 14

446 ANNATHAAGGGCCTCNCNANEINCNNEENNYNANC THAAGANCTAAGNAAGENGNNINENTC 505
317 ATGATGAAGGGCCTCTCTACGTCTTCTCCCCAACTGAAGAACTAAGGAAGCGGTGGATTC 376
106 Y--D--E--G--P--L--Y--V--F--8--P--T--E~-E--L--R--K--R--W--I-- 125

0* S * kkkk * M * R**** *W K * M 6
NccaNcTcNAANNNtaatdiggtallaallagtontTiilttcalffaatalcaccittolt 564

377 ACCAGCTCAAAAACGTAATCCGGTACAACAGTGATCTGGTTCAGAAATATCACCCTTGCT 436
126 H--Q--L--K=-N--V=-[--R=-Y=-N--8--D--L--V/--Q--K--Y+-H--P--C-- 145

0 R*M** %%+ R M YKS KR R *RY 12
565 tetgfiftni-foillotntntinncnnctcTORNe ot ntggfictncl 624

437 TCTGGATCGATGGGCAGTATCTCTGCTGCTCTCAGACAGCCAAAAATGCTATGGGCTGCC 496
146 F--Wo---D--G--Q--Y+-L--C--C--5--Q--T--A--K--N--A--M--G--C-- 165

0 *WY * Fhkkkkkk *Y**** Y*SS** R * M* * 8

625 aafintfitgllagaainnmmtogei GNNNENAACCNNGNANNTETCNCCGNAAGNCNAAAN 684

497 A AATTTTGGAGAACAGGAATGGAAGCTTAAAACCTGGGAGTTCTCACCGGAAGACAAAAA 556
166 Q--I--L--E--N--R--N--G--S--L--K--P--G--S--S--H--R--K--T--K-- 185

NN C clliAAcNCcc TNRGNANGACN AN tnnnaaaagcnactadinficianc 735
557 AGCCTCTTCCCCCAACGCCTGAGGAGGACCAGATCTTGAAAAAGCCACTACCGCCTGAGC 616
186 Ke-P--L--P~-P--T--P—E-E--D--Q--I--L-K--K+-P--L-P—P--E-- 205

736 cagfiiigcancaccagtctcRachaiuimctoaanmmoenaniccctttaiofittaca 795
617 CAGCAGCAGCACCAGTCTCCACAAGTGAGCTGAAAAAGGTTGTGGCCCTTTATGATTACA 676
206 P--A--A--A-P--\/--S--T--S-E--L--K--K--V--V--A--L--Y--D--Y-- 225

O D************* Y YR *hkkkkk WK M* *kkk *W * % 8

[EREREn 0 _nnnnnnn ISERERRIEITIENNN nnglingli Ginn . Gnne 2. e

677 TGCCAATGAATGCAAATGATCTACAGCTGCGGAAGGGTGATGAATATTTTATCTTGGAGG 736
226 M--P--M--N--A=-N--D--L--Q--L--R--K--G--D--E--Y --F--l--L--E-- 245

0*™ W RRR Y* R Y=* * * 7

856 aalicaactaccatgififiiagagcallfiagataaanatgg GNAGNAAGGETACATTCHTA 915

737 AAAGCAACTTACCATGGTGGAGAGCACGAGATAAAAATGGGCAGGAAGGCTACATTCCTA 796
246 E--S--N--L--P--W--W--R--A--R--D--K--N--G--Q--E~-G--Y--I--P-- 265

0 *Y * Y * **K * K * *R * * 5

916 GTAACTNGTCANTGAAGNANAAGACTCCARINAAANGTATN A Rtattccaaacllcdl 975

797 GTAACTATGTCACTGAAGCAGAAGACTCCATAGAAATGTATGAGTGGTATTCCAAACACA 856
266 S--N--Y--V--T--E--A--E--D--S--1--E--M--Y--E--W--Y --S--K--H-- 285

0* YR**** Y XY Y*¥FY *AEx dRARQREAR * 8
Boactnniillicaggctgaglaalingcnallglaaia il G NAAANNNNNY YN TTTCATTN 1034

857 TGACTCGGAGTCAGGCTGAGCAACTGCTAAAGCAAGAGGGGAAAGAAGGAGGTTTCATTG 916
286 M--T--R--S--Q--A--E--Q--L--L--K--Q--E~G--K--E~G--G--F-I-- 305
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0 * RSR**S * **M * KR** K YYY Y-k* * *%k * 12
HcnNNNNENTCCAGCAAANCTNEINAANTANNNEGNGNNNGNEN TliGCTAAATCCACANN G 1093
917 TCAGAGACTCCAGCAAAGCTGGCAAATATACAGTGTCTGTGTTTGCTAAATCCACAGGGG 976
306 V--R--D--5--S--K--A--G--K--Y=-T--V--5--V/--F--A--K--S--T--G-- 325

gatficiEnniindofiditonoftccaifiniillagagciagtattaic 1140
977 ACCCTCAAGGGGTGATACGTCATTATGTTGTGTGTTCCACACCTCAGAGCCAGTATTACC 1036
326 D--P--Q--G--V~I-Re-H=-Y~-V/--V/--C-5--T--P--Q--5--Q--Y--Y-- 345

OK**K**** Yy ** W Y Y *KRMRK**MW 13

nollcHTTMl g caccthttcagalicancechgagntcattaficnnicnniiilincnact 1199

1037 TGGCTGAGAAGCACCTTTTCAGCACCATCCCTGAGCTCATTAACTACCATCAGCACAACT 1096
346 L--AE--K--H--Lo-F--S--T-l--P-E--L--1--N~Y~-H--Q--H-N-- 365

O M K*RY****RY**R** M K* ****Y Y R W** * M**Y* 15
1200 ctgnaN NEENINNENNTEC TCAANTANECACNINEN TNAANANAACANNEA TECNNEND 1259
1097 CTGCAGGACTCATATCCAGGCTCAAATATCCAGTGTCTCAACAAAACAAGAATGCACCTT 1156
366 S--A--G--L--I--S--R--L--K--Y--P--V--$--Q--Q--N--K--N--A--P-- 385

0 *****R *kkk K R**M * R * * * **Y* *kk * 6

DTN C AN T N G NN G atcatfigeaattflatccaallggaiinfacciiitlioa 1313

1157 CCACTGCAGGCCTGGGATACGGATCATGGGAAATTGATCCAAAGGACCTGACCTTCTTGA 1216
386 S--T--A--G--L--G--Y+-G--S--W--E--|--D--P--K--D--L--T--F--L-- 405

1314 agilfcngofiilllogacaattingggtaglgaagnatnngaaatgffagaggccagifiiin 1373

1217 AGGAGCTGGGGACTGGACAATTTGGGGTAGTGAAGTATGGGAAATGGAGAGGCCAGTACG
1276

406 K--E--L--G--T--G--Q--F--G--V--V--K--Y--G--K--W--R--G--Q--Y-- 425

0*> WWR * K K Y M 7

1374 aifitggccanclingatgatcaaaflaagnctecatgtctgaagatiiaattcantgaagang 1433

1277 ACGTGGCCATCAAGATGATCAAAGAAGGCTCCATGTCTGAAGATGAATTCATTGAAGAAG 1336
426 D--V—-Ac-I--K--M--1--K—~E~G~-S--M--S—-E--D--E--F—-I-E—E— 445

0 ** R Y**Y RK Y W **R*R M W 11
1434 ccaaagtcalliatNAATCNNEINCCNTNAGAAGCTGGTGNAGTNGTANENENTCTGNACCH 1493

1337 CCAAAGTCATGATGAATCTTTCCCATGAGAAGCTGGTGCAGTTGTATGGCGTCTGCACCA 1396
446 A--K--V=-M=-M=-N--L--S--H--E--K+-L--V--Q--L--Y-G--V/--C--T-- 465

0 Y *kk *k*k K * K * M 4

1494 AGCAGNGCCCHENCTTCATCANYNCTGAGNANANGECCAATGGCTGCCTCCTGAACTANC 1553
1397 AGCAGCGCCCCATCTTCATCATCACTGAGTACATGGCCAATGGCTGCCTCCTGAACTACC 1456
466 K--Q--R--P--l--F--I--I--T--E--Y--M--A--N--G--C--L--L--N--Y-- 485

0Y* K ******x *R* ¥ YY*Y * K Y KM * *Y 12

NNAGGNAGANNENENACENNTTCNAGACNNANNAGETGCTANAGANGTNNAAGGNTGTEN 1611
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1457 TGAGGGAGATGCGCCACCGCTTCCAGACTCAGCAGCTGCTAGAGATGTGCAAGGATGTCT 1516
486 L--R--E--M--R--H--R--F--Q--T--Q--Q--L--L--E--M--C--K--D--V-- 505

0 K *M**** *hkk W S R R * K YR R***Y**M *%k YR * 14
NTGAANINNNENGANMNECNGNANTCNAAGCANTTCCNTCACKNANNNYNNEna[ifinal 1670

1517 GTGAAGCCATGGAATACCTGGAGTCAAAGCAGTTCCTTCACCGAGACCTGGCAGCTCGAA 1576
506 C--E--A--M--E--Y--L--E--5--K--Q--F--L--H--R--D--L--A--A--R-- 525

0 *S*K**** **YR *kk khkkk W Y *% *Y**R**Y** *SK 11

BT o t-iin atcaa il oMl taagnancilia @I MNc RN TATG 1722

1577 ACTGTTTGGTAAACGATCAAGGAGTTGTTAAAGTATCTGATTTCGGCCTGTCCAGGTATG 1636
526 N--C--L--V--N--D--Q--G--V--V/=-K+-V/=-S--D--F--G--L--S--R--Y-- 545

0 Y***** * * YY * S*Y ****W***Y*****W*YSK*R* YMY* 15

NI A THATHAANANACAAGETNEIGNAGG N NENNNNNETCNNNAN 1776
1637 TCCTGGATGATGAATACACAAGCTCAGTAGGCTCCAAATTTCCAGTCCGGTGGTCCCCAC 1696
546 V--L--D--D--E--Y+-T--S--S--V=-G--S--K--F--P--V/--R--W--S--P-- 565

0 *kk * x YY *hkkkk * KM Y*W *M RWY YSR** *Y*** R 15

NEN~ANGHCNNGATCNNNNNNAAGTTHANNAGNENABNTNNNATTNNNEN TENNN gnttt 1833

1697 CGGAAGTCCTGATGTATAGCAAGTTCAGCAGCAAATCTGACATTTGGGCTTTTGGGGTTT 1756
566 P--E--V/--L--M--Y--S--K--F--8--S--K+-S--D--l--W--A--F--G--V-- 585

0 MY YRRRRW* MMYM RR* M KRK W*Y ** xxkkik 20

1834 tgnngnffinnnfitttnfinncctgnnfiaagatgncanniigagiiofintiafitaa RN 1893
1757 TGATGTGGGAAATTTACTCCCTGGGGAAGATGCCATATGAGAGATTTACTAACAGTGAGA 1816
586 L--M--W~-E--|--Y--S--L--Gr-K--M--P--Y--E--R--F--T--N--5--E-- 605

0*M R ** YM S *MS**RYY Y *$* Y* W 14
1894 cffgntgnacacifillgcclinagncclianntifffilingnntcafictiinfittnaiagilagg 1953

1817 CTGCTGAACACATTGCCCAAGGCCTACGTCTCTACAGGCCTCATCTGGCTTCAGAGAAGG 1876
606 T-A--E--H--I--A~-Q--G--L--R--L-Y~-R--P--H--L--A~-S--E--K~ 625

0 K Y***kY *xx\\ **xS*  *Y*SR W YR Y**YM * 14

Gzl nn [iznnniennnnigint inknnnfinNANNNN - ZWIEZE IINNNNNINNNNINZERS. RRE

1877 TATATACCATCATGTACAGTTGCTGGCATGAGAAAGCAGATGAGCGTCCCACTTTCAAAA 1936
626 V/--Y--T--I--M--Y -S--C--W--H--E--K--A--D--E--R--P--T--F--K-- 645

0 KY *Y R* Y R 6
2013 TTCNTCNGAGCAATANBMCNAGATGTCATNGEITGAAGAATCNTGAGCTCGCCAATNAGCTT 2072
1937 TTCTTCTGAGCAATATTCTAGATGTCATGGATGAAGAATCCTGA................ 1980

646 |--L--L--S--N--I--L--D--V--M--D--E--E--S--*-................ 659

0 YKK Y S w 6

2073 CNTNNTTCTACTTCTCTTNTCCACAAGNCCCANTTTCACTTTCTCAGAGGAAATCCCAAG 2132

0 w M Y 3
2133 CTTAGGAGCCCTGGAGCCTTTGTGCTCCCACNCAATACANAAAGGCCCCTCTCTACATNT 2192
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0 R R 2
2193 GGGNATGCACCTCTTCTTTGATTCCCTGGGATAGTGGCTTCTGAGCAAAGGCCAANAAAT 2252

0 K Y 2

2253 TATTGTGCCTGAAATTTCCCGAGANAATTAAGACAGACTGAATTTGNGATGAAAATATTT 2312

2313 TTTAGGAGGGAGGATGTAAATAGCCGCACAAAGGGGTCCAACAGCTCTTTGAGTAGGCAT 2372

0 R K K 3
2373 TTGGTANAGCTTGGGGGNGTGTGTGNGGGGGTGGACCGAATTTGGCAAGAATGAAATGGT 2432

0 R K R 3
2433 GTCATAAAGATGGNAGGGGAGGGNGTTTTGATAAAATAAAATTACTAGAAAGCTTGNAA 2491
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4.6 BTK Sinyal Yolag:

BTK plazma membranina PIP3 ile etkileserek translokasyon yapmakta
olup ve trans-fosforilasyon yoluyla Lyn ve Syk kinazlar tarafindan
aktivasyona maruz birakilan membrana baglanmaktadir. Aktif BTK’nin

downstream substratlar1 ve iliskili sinyalizasyon kaskadlar1 gosterilmektedir.

Antigen
Reseptor
in(raseilﬂler
L PIP2 _J aay» «>»
il
L cBTK DS >
/ l
<===» - s>
/"’T\
@ DAG 1P3

$ l NF-xkB STAT3 BAP-135

PKC Ca2+
N 4
MEK/ERK
P38 MAPK
JNK/SAPK

!

Proliferasyon, Diferensasyon, sagkahm, Hareketlilik Anjivogenez Sitokin
firetimi, Antigen tanmmmas.

Sekil : 4.5 BTK sinyal yolag:.

Antigen baglanmas1 nedeniyle aktif olan reseptorler, ikincil haberci
PIP3’iin  (fosfatidilinositol 3,4,5-trisfosfatlar)  {lretimini , PIP2’yi
(Fosfatidilinositol 4,5-bisfosfat) membranin intraselliilar yiizeyinde yer alan
ve ayrica hiicre i¢i sinyal transdiiser enzimi olan PI3K’y1 (Fosfatidilinositol
3-kinaz) deveye sokarak fosforile eder. PIP3, Syk ve Lyn kinazlar tarafindan
Tyr-551 rezidiisiinde trans-fosforile edilmis BTK’nin PH domainine
baglanmaktadir. BTK, Tyr-223 kalintisinda otofosforilasyon reaksiyonunu
gerceklestirerek fizyolojik olarak aktif hale gelmktedir. Aktif edilmis BTK,
SH2 domeni araciligiyla adaptdr proteinleri olan BLANK / SLP65 ile
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etkilesime girmektedir. Bu kompleks daha sonra fosfolipaz C (PLC) -y2’yi
aktif ederek hiicre i¢i kalsiyum akisina neden olup ve MEK / ERK, p38
MAPK ve JNK / SAPK gibi downstream transkripsiyonel sinyalizasyonun
indirekt aktivasyon faktorlerini tetiklemektedir . Ayrica BTK’nin
downstream substratlar1 ve BAP-135 / TFII-1, NFkB, ARID3A, STAT3 ve
NFAT gibi transkripsiyon faktorleri, BTK’nin direkt transkripsiyon
regiilasyonunda ve yiizlerce genin sentezlenmesinde kritik 1ol

oynamaktadirlar (Baba ve ark 1998).

Bazi fizyolojik kosullar altinda, BTK ¢ekirdege translokasyon yapabilir ve
spesifik hedef genlerin transkripsiyonunu aktif edebilmektedir fakat BTK
direkt olarak DNA’ya baglanmamaktadir.
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5. KULLANILAN YONTEM

Bu c¢alisma immiin yetmezlik bozukluklugu vakalarini yasayan
kisilerden alinan genomik DNA 6rneklerinin dizileme yontemi ile niikleotid
dizileri tespit edilmis ve saglikli kontrol Ornekleriyle karsilastirmalar
yaptlmistir. Bu calisgmanin amaci, iilkemizde ilk defa olarak bu genin
nukleotit yapisi saglikli insanlarda arastirilacaktir. BTK geninin protein
kodlayan eksonlarinda ve biyolojik anlami olan intron bdlgelerinde olasi
nukleotit yer degisimlerini arastirmak ve bu yer degisimlerin X’e Bagimli

Agammaglobulinemi , molekiiker tanisinda kullanmaktir.

5.1.DNA Eldesi

Hastalardan EDTA’l1 tiipe alinan 1 ml periferik kandan 200ul alinarak
genomik DNA elde edildi. Bu yontem i¢in Invitrogen Purelink Genomic
Blood DNA Purification (K1820-01) DNA izolasyon mini kiti kullanildi.
DNA eldesi islemleri kit prospektiisiine gore yapildi.Genomik DNA eldesinin

asamalarinda kullanilan soliisyonlarin amagclar1 su sekildedir:

Hiicre lizis soliisyonu ile hiicre zarinin uzaklastirilip hiicre iceriklerinin
aciga ¢ikmasini, proteinaz K ile tiim hiicresel ve niikleer histon proteinlerin
ve RNA’nin wuzaklastirilmasimni saglar. Alkolle DNA’nin membranda
presipitasyon basamagi ile yikamasi gerceklestirlir. Membrana baglama
basamaklar1  sonucunda  alkol, protein ve  membran lipid
kontaminasyonlarindan uzaklastirilmis halde en son uygulanan Elution
basamaginda DNA’nin saf olarak eldesi saglanir. Elution tampon ¢ozeltisi ile

membrana bagli kalan niikleik asidin %85-100’1 elde edilir.

5.1.1.Invitrogen Purelink Genomic Blood DNA Purification .

(K1820-01) DNA izolasyon mini Kit prosediirii
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5.1.2.Hazirlama

» Thermo-Shaker 550C'ye ayarlanir.

* Her hasta i¢in 1,5 ml'lik ependorf, spin ve Columns tiipler hazirlanir.

Hastalarin isimleri tiiplerin lizerine ve kapaklarina yazilir.

» Etil alkol saf olmasi i¢in yeni olarak hazirlanir. (%95>)

5.1.3.Prosediir

« Steril bir ependorf tiipiine 200l donmus ya da taze kan 6rnegi konur.

« Uzerine 20 pl Proteinaz-K eklenir.

* 20 pl Rnase A ekleyin ve vortekslenir, oda sicakliginda 2 dakika

inkiibe edilir.

* 200 pl Genomik/Lysis tamponundan eklenir ve homojen olana kadar

vortekslenir.

* Protein sindirimini hizlandirmak i¢in 550C'de 30 dk. Thermo-Shaker

inkiibe edilir.

* 200 pl %96-100'lik etil alkol eklenir, 15 saniye kadar vortekslenir.

* Ependorftaki lizattan collection tiiplerine ~640 pl eklenir.

* 10.000 rpm'de 1 dakika santrifiij edin. Kolonlar1 atilir ve temiz tiipe

yerlestirilir.
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* 500 ul Wash Buffer 1 ilave edilir.

* 10.000 rpm'de 1 dakika santrifiij edin. Kolonlar1 atilir ve temiz tiipe

yerlestirilir.

* 500 ul Wash Buffer 2 ilave edilir.

* 3 dakika maksimum hizda santrifiij edilir. Kolonlar1 atin ve temiz tiipe

yerlestirilir.

* 50-200 pl (ort. 100 pl) Elution Buffer eklenir, 5 dakika oda 1sisinda
bekletilir.

» Maksimum hizda 1 dakika santrifiij edilir.

* Elde edilen DNA toplama tiipiinde birikmistir, burdan mikropipetle
ependorfa aktarilarak +4C0'de ya da -200C"de saklanilarak, gerekirse diliie

edilerek kullanilir.

5.2.DNA'nin kontrolii:

2 ul (100 ng) DNA ¢ozeltisi %1°lik agaroz jelde elektroforez islemine
tabi tutuldu. DNA safliginin 6l¢ililmesi i¢in, NanoDrop Spektrofotometre
cihazinda 260/280 nm dalga boyunda 6l¢iim yapildi. Kontrolii tamamlanan
DNA molekiilleri, DNA sekans analizine baslamak iizere +40C’de saklandi.

5.2.1.Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR):

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR); uzun ¢ift iplikli bir DNA molekiilii
icinden 100 ve 600 baz igeren kisa DNA dizisini logaritmik amplifikasyonuna
izin veren bir tekniktir. Bu yontem, Kaliforniya’da Dr. Kary Banks Mullis
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tarafindan 1980’lerde kesfedildi. Dr. Kary Banks Mullis PCR’1n kesfi ve
kimyanin Nobel odiiliini almistir (McPherson, M.J 2000). Bu yontemde
cogaltilmasi (replikasyon) istenen DNA oOrnegi, replikasyon i¢in gereken
maddelerle birlikte bir tlipe konarak, lic degisik 1sida bir dongii (siklus)
icerisinde tutulur. Ilk basamak DNA’nmn denatiirasyonudur. 94-950C’ye
1sitilan DNA nin iki zinciri birbirinden ayrilir (denatiirasyon). ikinci basamak
baglanmadir (yapisma = annealing). Ortama konmus ve sadece ¢ogaltilmak
istenen DNA bolgesine ozgiil iki primer, sicakligin (50-70°C’ye)
diisiiriilmesiyle, ilk basamakta ayrilmis olan kalip DNA’nin 6zgiil olduklari
bolgelerine baglanirlar. Ugiincii basamak primerlerin uzamasidir (sentez =
elongasyon). Ortama konmus ve optimum sentez sicakligt 72-740C olan
Thermus aquaticus (Taq) polimerazi (ya da 1siya dayamikli baska
polimerazlar) bu 1sida hedef DNA’ya yapismis primerlerin 3’ ucundan
baglayarak istenen DNA bolgesinin sentezini yapar. Bu tekrarlaniginda iki
primer arasinda kalan {i¢ basamak bir dongiiyii olusturur ve her 6zgiil DNA
parcasi ¢ogaltilarak iki katina ¢ikarilmis olur. Yeni sentezlenen DNA da bir
sonraki dongiide kalip olarak kullanilir ve bu DNA pargalar1 geometrik olarak
artar. Teoride 6zgiil DNA pargasi; siklus sayist (n) ve baslangictaki hedef
sayisina (t) bagh olarak yaklasik tx2n sayisina ulasir. Hedef sayisi, enzim,
dNTP, primer konsantrasyonu ve c¢ogaltilan bolgenin birikmesi gibi
nedenlerle iirlin miktar1 formiildeki say1ya ulasmaz. Fakat yinede milyonlarca
kopyalik ¢ok yiiksek yogunluga ulasan hedef DNA molekiiliiniin PCR sonrasi
agaroz jel elektroforezi gibi bir yontemle gosterilmesi oldukca kolaydir

(Mikael, 2006) .
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94°C-97°C

SICAKLIK

BAGLANMA
] 47°C-60°C
CIFT ZINCIR DNA

25%

(1) Cift iplikli DNA’nin ayrilmasi i¢in sicaklik yaklasik 950C° ye
yiikselmistir, (2) primerin baglanmasina izin verilmesi i¢in sicaklik primere
gore diisiiriilmiistiir, (3) sicaklik 72°C’ ye ayarlanarak polimeraz primerin

uzamasi saglar

BTK geninin her bir ekzonuna 6zgiil olan oligoniikleotid primerler ile
PCR amplifikasyonu gerceklestirilmistir. PCR islemi i¢in toplamda 25 pl
olacak sekilde; igerisinde; 1pul genomic DNA, Gene Amp Gold Buffer (15
mmol/l Tris-HCI, pH 8.0, 50 mmol/IKCI), 2.5 mmol MgCI2 hazirlandi her
birinden 50 pumol/l dGTP,dATP, dTTP ve dCTP, 5 pmol forward ve reverse
primer ve 1.0U Ampli Taq Gold polimeraz eklendi.

PCR reaksiyonu 1 ul (100 ng) genomik DNA, Enhancer Buffer (20 mM
Tris (pH 8.3), 50 mM KCI, 1.5 mMMgCI2) 2.5 uL, d NTP mix karigimi 0.5
uL (0.2 mM), forward primer 1 uL (10 pmol/ul), reverse primer 1 ul (10
pmol/ul) (Invitrogen) , 1.0 U PlatiniumTag DNA Polymerase (Invitrogen,

Carlsbad, CA), deiyonize su ile 25 uL total voliime tamamlanmastir.
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MyGene Gradient Thermal Cycler cihazinda gradient programinda

PCR amplifikasyonu gerceklestirilmistir.

5.3.DNA Dizileme:

Cycle Sequencing PCR Big Dye Terminator v3.1 kiti kullanilarak ve
her sekans bolgesine uygun reverse ya da forward primer kullanilarak kit
prospektiisiinde yazilan protokole gore yapildi.Elde edilen Cycle Sequencing
PCR irlinleri BigDyeXT (Applied Biosystems; USA) saflastirma kiti
kullanilarak yapildi.DNA dizi analizleri ABI 3100 Otomatik Jel Kapiller
Analizator sisteminde sekans bolgesinin boyutlarina gore kisa ve ya uzun
kapiller seti kullanilarak yapildi.Elde edilen diziler aynm1 sistemin kendi
software ve SeqScape2.0 programi kullanilarak FASTA elektronik
kiitiphaneden elde edilen normal BTK NM_001287345.1 gen dizisi ile
karsilastirildi ve varolan nukleotid yer degisimleri ve uygun aminoasit
mutasyonlar1 kayit edildi.Mutasyon siniflamast Human Genome Variation

Society yonetmeligine gore yapildi.

Otomatik DNA dizi analiz cihazlar basit olarak, sabit bilgisayarda
yiiklii programlar ile bu programlarin yonettigi elektroforez sistemini igerir.
Elektroforetik tinitelerde bulunan lazer 151k kaynagi ile monokromatik bir 151k
olusturulur. S6z konusu DNA’ nin bulundugu jelmatriks bu monokromatik
151k ile taranir. Elektroforez siiresince DNA’ ya baglanan floresan boya 151k
ile taranan bolgeye geldiginde uyarilir. Uyarilan boya kendi i¢in karakteristik
olan dalga boyunda 15181 geri yansitir. Yansiyan bu 151k demeti bir detektor
tarafindan kaydedilir. Kaydedilen veriler bilgisayar programlar ile
degerlendirilir ve sonuglar grafiksel olarak bilgisayar ekranma aktarilarak

degerlendirilir.
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5.4.istatistiksel Analiz:

Sonuglar, Kruskal-Wallis analizi ile SPSS 13.0 programinda
karsilastirilmistir.  p<0,005 diizeyleri istatistiki olarak anlamli kabul

edilmistir.
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6. TARTISMA VE SONUCLAR

1993 yilinda Gen Fonksiyonu ile iliskili caligmalardan, XLA’h
bireylerde, pre-B ve B hiicre sayisinin , BTKgeninin mRNA protein
ekspresyonu ve kinaz aktivitesinin azaldigin1 veya yok oldugunu ilk defa

kanitland1 (Vorechovsky ve ark 1994).

DT-40 lenfoma B hiicrelerinde BTK geninin, radyasyona bagh
apoptoza ugramasini hedefleyerek, BTK’nin tirozin kinaz (TK)domaini
radyasyona bagl apoptozu tetiklemek i¢in gerekli oldugu ortaya ¢ikt1 (Uckun
ve ark 1996).

XLA’ll hastalarin periferik B hiicrelerinde, rekombinant antikorlarin
ozgilliiglini test etmek amaciyla yapilan bir ¢alismada ; XLA B hiicreleri,
VH ve D genlerini kullanarak, antikor 6zgiirliigiinii ifade etgi bulundu. Ayrica
hasta B hiicrelerinde , IgK ve IgL lokusunda yogun ikincil rekombinasyon ve
antikorlar: eksprese eden hiicrelerin miktarinda artis oldugu gosterildi. Bu
caligmadan, XL A B hiicreleri tarafindan eksprese edilen antikorlarin yarisinin
poli-reaktif oldugu ve BTK geni otoreaktif B hiicrelerinin ¢ikarilmasi i¢in sart

oldugunu ortaya ¢ikt1 (Lim ve ark 2013).

BTK’nin SRC homolojisinde yer alan 3 domain (FYN, LYN ve HCK)
ile etkilesimde oldugu saptanilmaktadir . Bunlarin hepsi B- ve T-hiicre
reseptorlerinin uyarilmasi iizerine aktive olan protein-tirosin Kinazlardirlar.
Bu etkilesimlere BTK geninde yer alan iki adet 10 amino asitli motifi aracilik
etmektedir. Ayrica BTK’nin T hiicresine 6zgii homologu olan ITK’da ayni

ozgiilliige sahip benzer bir site tespit edildi (Rousseau ve ark 2013) .

Islam ve arkadaslari, Southern analizi i¢in, 33 bagimsiz aileden ve 150
normal X kromozomundan tiiretilen DNA problarini kullanarak, XLA’I1

erkeklerin kemik iligindeki pre-B hiicrelerinin doniismemesi nedeniyle,
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dolagimdaki B hiicre yetmezligine yol acarak mutant BTK geni, B hiicresinin
sinyalleme roliinii yerine getirmemesine neden oldugunu saptadilar (Asplund

ve ark 2008) (Islam ve ark 2000).

Weston ve arkadaslar1 2001 yilinda , Tam uzunlukta BTK ¢cDNA’sin1
temsil eden bir ¢cDNA klonlamas: kullanarak, Cocukluk doneminde B
hiicrelerinin sayist azalmis erkeklerde , sporadik olusumundan sonra , yaygin
degisken immiin yetmezligi (CVID) ‘m klinik ve immiinolojik olarak

XLA’dan ayirt edilemeyecegini belirttiler (Weston ve ark 2001).

14 yasindaki XLA’11 hastada, klasik tip I seker hastaliginin gelisimind
rolu alan 2 bp’lik bir delesyon (BTK, 2-BP DEL, 54TG )BTK geninde tespit
edilmistir (van Zelm ve ark 2008).

Bir X baglantili agammaglobulinemi hastasinda BTK geninde exon
skipping (eksonu atlama) mutasyonu nedeniyle biiylime hormon eksikligi

sendromu bulunmustur (Smith ve ark 2016).

XLA’lh 12 Koreli hastay1 igeren bir ¢alismada , intron 1’de bir nokta
mutasyon dahil olmak tlizere BTK geninde 7 mutasyon tespit edilmistir .Bu
calismada Lusiferaz enzim analizi yaparak intron-1 mutantim1 vahsi tip ile
karsilagtirarak ~ BTK’da  transkripsiyonel  aktivitesinin  azaldigini
gostermisler.Ayrica fonksiyon analizli ile birkag diizenleyici elementin BTK
geninde, transkripsiyonel regiilasyonuna aracilik ettigini ve ilk intronun BTK
promotor aktivitesinde 6nem tagidigini 6nermektedirler (Natarajan ve ark
2015).

Dokuz aileden alinan XLA’l1 11 hastada , BTK protein ekspresyonu ve
kinaz aktivitesi incelendi .lging sekilde SSCP degisiklikleri olmayan 2
hastada BTK ekspresyonu saptanmamustir (Liu ve ark 2001).
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Bir ¢ok durumda BTK proteinini kodlayan genin eksprese edilmemesi
geni kodlayan bolgelerin mutasyonulari ile ilgili olmadigi gosterilmekte olup
ve promotor gibi diizenleyici bolge veya birinci intron bolgesinin mutasyonu

ile iligkili oldugu gosterilmektedir (Kotla ve ark 2017).

X-baglantili agammaglobulinemi ile iliskili olmayan 12 Japon ailesinde

BTK geninin anormallikler bildirmistir (Tobinai 2016).

Kinaz alanindaki gen defektinin yeniden diizenlenmesi , 2 hastada

yapilan Southern blot analizinde saptandi (Bestas ve ark 2014).

SSKP ile BTK geninin analizi, XL A hastalarinin tanisi i¢in ve tasiyici
tespiti i¢in degerli oldugu saptamislar; Bununla birlikte, gen anomalileri ile
klinik o6zellikleri arasindaki korelasyon hala belirsizligini korumaktadir

(Sinha ve ark 2015).

BTK inhibitorleri, 6zellikle ibrutinib ile ilgili calismalar da 16semi ve

lenfoma tedavisine odaklanarak devam etmektedir (Wei ve ark 2016).

Son giincellemelere gore DCLREIC ve IGHM gen kusurlarinin
yaklasik% 60’inda, BTK gen defektlerinin yaklasik% 40’mnda Gross
delesyonlar bulunmaktadir (Gabhann ve ark 2012).

Dasatinibin(tirozin kinaz inhibitorii), BCR / ABL pozitif KML
hastaliginin tedavisinde kulanilmaktadir. KML hiicre dizisinde, BTK geninde
Thr-474-ile  ikamesi dasatinibe diren¢ kazandirdigi saptamldi. ABL
geninde yapisal olarak homolog olan Thr315 kalintis1 gibi BTK geninde
Thr474 kalintisi, dasatinib’in baglanmasi i¢in kritik ve gozlemci kalinti

oldugu gosterilmistir (Gleixner ve ark 2011).
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XLA’ll bireylerde hastalifin yapisal temelini yorumlamak icin , 8
bagimsiz nokta mutasyonu inceleyerek ve BTK geninin kinaz alaninin 3
boyutlu modelini kullanarak, BTK’da Arg525’in, lizine degisimi, protein-
serin kinazlarda islevsel olarak kritik bolge oldugunu diistindiirmekte olup
ve Arg-525-GIn mutasyonu {izerinde yapilan g¢aligmalarindan ise BTK’nin
tirozin kinaz aktivitesini ortadan kaldirdigin1 gostermektedir (Ohashi ve ark
1995).

Glu445 | Arg544 arasinda olusan ¢ift hidrojen bagmin Glu445 /
Lys430 ile degisimini yaratarak Tyr551’in trans-fosforilasyonunu ve N-
terminal lobunun alfa heliks —C ile yer degisimini tetikleyerek BTK

aktivasyonuna yol agabilecegi 6nermektedir (Hamasy ve ark 2017).

R562W gibi kinaz alanmin C-terminal lobundaki mutasyonlari,
dogrudan veya dolayli olarak peptit substrat baglamasinda 6nemli alan
olduigunu belirtmektedir.Ayrica bu alandaki diger hastalikla ilgili
mutasyonlart (6rn., E589G ), komsu reziduidlerle olan etkilesimlerini

degistirmektedir (Tzeng ve ark 2000).

G414R, BTK genindeki glisin bakimindan zengin halkada tanimlanan
ilk mutasyondur ve F559S mutasyonu substrat peptid baglanmasinda rol olan
P + 1 halkasinda bulunan ilk mutasyondur (Staehelin ve Kuhne 2000).

CpG diniikleotidleri memeli genlerinde degisken bdlgelerdir. BTK
geninde arginin kodlayan CpG diniikleotitleri, en sik tekrarlanan mutasyon
siteleri olmaktadir (6rn., R520 ve R525). Bu alanlarda, purin-CpG-pirimidin
degisimi gozlemlenmektedir (Halcomb ve ark 2008).

R520, R525 ve TK domaninde kodlanan ve tirozin kinazlara spesifik
olan RDLAARNC amino asit dizisinde , 10 farkli mutasyon tespit edilmistir
(Wang ve ark 2009).
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BTK geninde, PH domaininin L11’den T33’e kadar olan amino asit
dizisi , mutasyonlarin sik raslandigi ikinci alan olup ve 11 farkli mutasyon bu
alanda tespit edilmistir.Bu dizide, muhtemelen BTK proteininin fosfatidil
inositol aracilig1 ile membran ankorlanmasina katilan pozitif yiiklii amino

asit kiimesi bulunmaktadir (Yoon 2014).

Bagka bir hot spot mutasyon alani ekson 3’te 341-347 niikleotid
pozisyonnlarinda bildirilmektedir. Ayrica bu alan adenosin kiimesi olarakta

bilinmektedir (Hagemann ve ark 1994).

Molekiiler modelleme, patojenik mutasyonlar1 klinik olarak onemsiz

olan protein polimorfizmlerinden ayrimi i¢in 6nemli aragtir.

Promotdr mutasyon 5'UTR-58a — g PU.1 baglama bolgesindeki sabit
cekirdek sekansin1 (GGAA) etkilemekte olup , PU.1 proteininin baglanma
aktivitesini diislirerek promotor aktivitesinde azalmaya neden oldugu
gostermektedir. Bu calismada, ¢ekirdek sekansi olan GGAA dizisi B
hiicrelerinde BTK geninin fonksiyonel transaktivasyon islemi igin esas

oldugunu ispatlamaktadir (Singh ve ark 2015).

GLA geninin 3-prim ucu BTK geninin 5-prime ucundan 9 kb
uzakliginda oldugu ve 5-prim boélgede 2 ek genin buldugu saptanmaistir.

BTK geninin SRC, FES ve CSK dahil olmak iizere diger reseptor-disi
tirozin kinazlarla karsilastirilmasi sonucundan , ekson sinirlarinin korunmasi

konusunda eksikliklerin var oldugu ortaya ¢ikmistir (Bauer ve ark 2001).

XLA c¢alismalarindan elde edilen kanitlar, BTK’nin B-lenfosit
farklilasmasi ve aktivasyonunda 6nemli bir rol oynadigina isaret etmesine
ragmen, kesin etki mekanizmasi bilinmemektedir, ¢ilinkii etkilesimde oldugu

proteinlerin tamami tanimlanmamustir.
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Japon arastirmalarinda belirlendigi gibi, PH ve SH1 domainleri
Missens mutasyonlara egilimlidir. SH3 alani i¢in hastalik teskil eden

missense mutasyonu tanimlanmamastir.

BPK geni asagidaki farkliklara dayali olarak SRC ailesinin bir liyesi
olmadig1 hipotezini desteklemektedir . kinaz katalitik alani, ABL, FPS ve
CSK gibi benzer DLAARN dizilerini igermektedir. Ancak SRC ailesinden
(DLRAAN) dizileri farklidir (Shinohara ve ark 2014).

2010,2014 yilindan bu yana XLA i¢in gen terapi arastirmalar1 farelerde
yiriitilmekte olup ve ancak bu tiir tedavilerin insanlar i¢in ne zaman

saglanabilecegi belli degildir.

BTK mutasyon analizini , XLA tasiyicilart olma riski altinda yatan aile
bireylerine danismanlik yapmak ve ayni zamanda amniyotik sivi ve koryonik
villus 6rneklemesi kullanarak kesin prenatal test imkaani1 sunmak i¢in 6nemli
bir aractir. BTK mutasyon analizi kesin ve erken teshisin miimkiin oldugu

tek arag olabilmektedir.

Klinik olarak XLA tanis1 konulan hastalarin , % 90°da mutasyon ve
protein analizini kullanilarak teyit edilmektedirler. Ayrica Western blot
analizi, saptanabilir mutasyona ragmen protein iiriinii icermeyen hastalarin

belirlenmesinde 6nemli bir yardimc arac oldugu kanitlanmaktadir.

DNA bankaciligi, kullanilmak tizere DNA’nin depolanmasi (tipik
olarak beyaz kan hiicrelerinden ¢ikarilir). Gelecekte test metodolojisinin,
genlerin, alelik varyantlarin ve hastaliklarin anlagilmasinin muhtemel olmasi

nedeniyle, etkilenen bireylerin DNA bankaciligina dikkat edilmelidir.
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6.1. SONUCLAR

6.1 Hasta grubu ; Bu calisma, aile dykiisii pozitif ve negatif olan
gruplarda yapilmaktadir. Ayrica aile Oykiisii negatif olan bireyler klinik
ozelliklerine ve labratuvar sonuglarma (periferik B hiicre sayilar1 ve
immiinoglobulin diizeyleri diisiik) dayali olarak se¢ilmektedir . 25 birey hasta

grubu ve 25 saglikli erkek kontrol grubu olarak kullanilmaktadir.

BTK geninde tek sarmalli konformasyon polimorfizminin &nemini
saptamak i¢in mutasyon taramasi yapildi, 25 X-baglh agammaglobulinemi
(XLA) vakalarinda arastirildi. Genotip / fenotip korelasyonlarini elde etmek
icin, tahmin edilen protein sapmalar1 hastaligin klinik seyri ile korelasyon

gostermektedir.

PCR analizi, ekzon-intron ve destekleyici bolgeler dahil olmak tizere
tim BTK geni i¢in gergeklestirildi. Mutasyonlarin yapisal etkileri
arastirilarak , bazi mutasyonlarin iglevsel sonuglari in vitro kinaz tahlilleri ile

degerlendirilmektedir.

XLA’l 25 ilgisiz hastada BTK geninde 13 degisik mutasyon tipi ve 5
tekrarlanmis varyasyon, 1 novel varyant ve bir polimorfizim saptandi.
Mutasyonlarin cogu translasyonun erken sona ermesiyle sonu¢landi. Genin 5
asal ucunda cerceve kaymasi ve nonsense mutasyonlari ve enzimin katalitik

alanina tekabiil eden 3-asal kisminda missens mutasyonlar1 saptanmadi.

Geri kalan 7 XLA’I1 hastada, normal B hiicresi gelisiminde gerekli olan
diger genlerin ((IGHM1; 147020 ) ve (IGLL1; 146.770 )) defekti ile iliskili
oldugu tahmin edilmektedir. Bu gen defektlerini, tipik XLA’l1 hastalardan
ayiran higbir klinik 6zelligi bulunmamaktadir. Bu nedenle, bu hastalarin

XLA’l1 olmas1 muhtemel degildir. .
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Bulgularimiz,PCR analiziyle yapilan molekiiler genetik testi , XLA nin
kesin teshisi i¢in dogru bir ara¢ oldugunu ortaya koymaktadir. Ayrica XLA
ile ortlisen bazi ortak klinik 6zelliklere sahip, degisken immiin yetmezligi
hastaliklarin, ayirt edilmesinde ve genotip / fenotip korelasyonunda yarar

saglamaktadir.

6.1.1 BTK geninin 8.eksonda saptanan mutasyon analizi:

Stop

lUAN“A 1)




cDNA pozisyonu
Variasyon tipi
Protein degisimi
Sequenc degisimi
Fenotipi

Protein

Bolge

Degisim
Yerlesim

Aciklama
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c.763C>T

Homozigot nonsense
p.Arg255Ter

CGA>TGA
Agammaglobulinemia
SH3 domain

8.Ekson

Arg: Polar , pozitiv yiiklii
Stop

BTK geninin 763 konumunda bir C-T gegisi 255 konumda stop kodonuna
raslanmakta olup SH2 ve kinaz alanlarim iceren 404 amino asitten yoksun
ve kesilmis bir protein ortaya cikarmaktadir. Btk’nin islevsel alanlarinin
yoklugunda, klasik XLA fenotipinin oldugunu dogrulayan herhangi bir

saptanabilir B-hiicresi bulunmamaktadir.

6.1.2 BTK geninin 16.eksonda saptanan mutasyon analizi:

Po
L] ]

0

B - -m - W 3 RB-a i -k -F-= |  w I I I
L T A s G AT C AA G G AG T T G
0 S0

Horizortal Scale

L



49

cDNA pozisyonu €.1581_1584delTTTG
Variasyon tipi Frameshift delesyon homozigot mutasyon

Protein degisimi p.Cys527fsX2
Sequenc degisimi AAC TGT TTG GTA-AAC TGG TAA

Fenotipi Agammaglobulinemia

Protein SH1/TK domain
Bolge 16.Ekson
Degisim Cys: Polar, Notr, Hidrofobik
Yerlesim Stop

Aciklama Ekson 16’da 527 ve 528 kodonlarinda bir 4-bp (GTTT) Frameshift delesyon
tespit edildi ve cerceve kaymasina neden oldu. Bu Frameshift delesyon TK
domaininde Stop kodonuna yol acmakta olup ve XLA teshisinde

kullamlmaktadir.

6.1.3 BTK geninin 15.eksonda saptanan mutasyon analizi:

AL&M““““&’LL_MAL

Horzortal Scale _}
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cDNA pozisyonu ¢.1361A>G
Variasyon tipi Homozigot missense mutasyon
Protein degisimi p.His454Arg
Sequenc degisimi CAT>CGT
Fenotipi Agammaglobulinemia
Protein TK domain
Bolge 15.Ekson
Degisim His: Polar , pozitiv yiiklii, Aromatik, Hidrofobik
Yerlesim Arg: Polar , pozitiv yiiklii

Aciklama Btk’de minimal hipomorfik bir mutasyon, B hiicre sayisinin azalmasina

ve Klinik bir hastahiga neden olmamasi tahmin edilmektedir.

6.1.4 BTK geninin 16.eksonda saptanan mutasyon analizi:

A‘A AT .«‘,A.‘ ‘L‘

Horizontal Scale gl |
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cDNA pozisyonu ¢.1573C>T

Variasyon tipi Heterozigot nonsense
Protein degisimi p.Arg525Ter

Sequenc degisimi CGA>TGA
Fenotipi Agammaglobulinemia

Protein TK domain

Bolge 16. Ekson
Degisim Arg: Polar , pozitiv yiiklii
Yerlesim Stop

Aciklama NOVEL:TK domaininin aktif sitesinde stop kodonuna yol agmaktadir.

6.1.5 BTK geninin 16.eksonda saptanan mutasyon analizi:

Horizomtal Scale 4}
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cDNA pozisyonu ¢.1573C>G
Variasyon tipi Homozigot missense mutasyon
Protein degisimi p.Arg525Gly
Sequenc degisimi CGA>GGA
Fenotipi Agammaglobulinemia
Protein TK domain
Bolge 16.Ekson
Degisim Arg: Polar , pozitiv yiiklii
Yerlesim Gly: Kii¢iik ,Hidrofobik

Aciklama 1573. niikleotidin C'den G'ye gecisi saptanmakta ve arginin-525’in glisin’e
doniismesine yol acmaktadir. Korunmus amino asit ikamesinin, protein-
tirozin kinazin Katalitik fonksiyonu iizerinde olduk¢a zararh bir etkiye
sahip oldugu oOngoriilmiistiir. Korunmus arg525’in kaybi1 substrat

tamimlanmasini engellemektedir.

Not: BTK genindeki R525X nansense varyanti siklikla X baglantili
agammaglobulinemi ile baglantili olarak bildirilmektedir .Bu patojenik
varyant, normal protein fonksiyonunnun kaybina , protein kesilmesine ve ya
mRNA bozunmasina neden oldugu tahmin edilmektedir. R525X varyanti,
NHLBI Exome Sequencing Projesinde yaklasik 6,500 Avrupali ve Amerikan
kokenli Afrikali bireylerde goriilmedi. Ayrica bu durum, R525X nansense
varyantinin ~ bu  popiilasyonlarda  Plimorfizim  oldugu anlamina

gelmemektedir.
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6.1.6 BTK geninin 1.eksonda saptanan mutasyon analizi:

cDNA pozisyonu c.82C>T
Variasyon tipi Missense mutasyon
Protein degisimi p.Arg28Cys
Sequenc degisimi CGC>TGC
Fenotipi Agammaglobulinemia
Protein PH domain
Bolge 1.Ekson
Degisim Arg: Polar , pozitiv yiiklii
Yerlesim Cys: Polar, Notr, Hidrofobik

Aciklama Bulunan R28C mutasyonu PH domaininin fonksiyon kaybina neden

olmaktadir.

6.1.7 BTK geninin 6.eksonda saptanan mutasyon analizi:

cDNA pozisyonu c.496C>T
Variasyon tipi Nonsense mutasyon
Protein degisimi p.GIn166Ter
Sequenc degisimi CAA>STAA
Fenotipi Agammaglobulinemia
Protein TH domain
Bolge 6.Ekson
Degisim GlIn: Polar
Yerlesim Stop

Aciklama Bu varyantin varh@ bu hastali@in tamsi ile uyumludur. Bu patojenik
varyant normal protein fonksiyonunun kaybina veya protein kesilmesine

ve MRNA bozunmasina neden oldugu tahmin edilmektedir.
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6.1.8 BTK geninin 8.eksonda saptanan mutasyon analizi:

cDNA pozisyonu
Variasyon tipi
Protein degisimi
Sequenc degisimi
Fenotipi

Protein

Bolge

Degisim
Yerlesim

Aciklama

c.671delA

Frameshift delesyon homozigot mutasyon

p.Asp224fsX5

GAT TAC ATG CCA ATG AAT-GTT ACATGC CAATGA AT
Agammaglobulinemia

SH3 domain

8.Ekson

Asp: Polar , Negatif Yiiklii ,Kii¢iik

Val: Kii¢iik , Hidrofobik, Alifatilk

EX3'te SH3 alaninda erken stop kodonuna yol agmaktadir. Bu varyanti,
normal protein fonksiyonunun kaybina, ya mRNA bozulmasina neden

oldugu tahmin edilmektedir. patojenik bir varyant olarak

yorumlanmaktadir.

6.1.9 BTK geninin 12.eksonda saptanan mutasyon analizi:

cDNA pozisyonu
Variasyon tipi
Protein degisimi

Sequenc degisimi

Fenotipi
Protein
Bolge
Degisim
Yerlesim

Aciklama

¢.1044dupG
Frameshift duplikasyon homozigot mutasyon
p.Lys349fsX9

GAG G AAGCACCTT TTC AGC ACC ATC CCT GAG CTC- GAG
GAAGCACCT TTT CAG CAC CATCCCTGAGCTC

Agammaglobulinemia

SH2 domain

12.Ekson

Lys: Polar , Negatif Yiiklii ,Kiiciik
Glu: Polar , Pozitif Yiiklii, Hidrofobik

mRNA bozulmasina neden olmaktadir
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6.1.10 BTK geninin 15.eksonda saptanan mutasyon analizi:

cDNA pozisyonu
Variasyon tipi
Protein degisimi
Sequenc degisimi
Fenotipi

Protein

Bolge

Degisim
Yerlesim

Agciklama

c.1516T>C

Missens homozigot mutasyon
p.Cys506Arg

TGT>CGT
Agammaglobulinemia

TK domain

15.Ekson

Cys: Polar, Notr, Hidrofobik
Arg: Polar , pozitiv yiiklii

Bu residoidin dogrudan katalitik aktivitede veya substrat tanima ile iligkili

olup olmadig1 net degildir.

6.1.11 BTK geninin 15.eksonda saptanan mutasyon analizi:

cDNA pozisyonu
Variasyon tipi
Protein degisimi
Sequenc degisimi
Fenotipi

Protein

Bolge

Degisim
Yerlesim

Agiklama

¢.1517G>T

Missens homozigot mutasyon
p.Cys506Phe

TGT>TIT
Agammaglobulinemia

TK domain

15.Ekson

Cys: Polar, Notr, Hidrofobik
Phe: Aromatik , Hidrofobik

Bu residoidin dogrudan katalitik aktivitede veya substrat tanima ile iligkili

olup olmadig: net degildir.
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6.1.12 BTK geninin 18.eksonda saptanan mutasyon analizi:

cDNA pozisyonu
Variasyon tipi
Protein degisimi
Sequenc degisimi
Fenotipi

Protein

Bolge

Degisim
Yerlesim

Aciklama

c.1906G>T

Nonsens homozigot mutasyon
p.Glu636Ter

GAG>TAG

Agammaglobulinemia

TK domain

18.Ekson

Glu: Polar , Pozitif Yiiklii, Hidrofobik
Stop

636 nolu konumda G-T gegisi tespit edildi ve stop kodonuna yol act1 ve
proteinden 24 u¢lu amino asit kaybi ile sonug¢landi ve bu kayip arasinda ¢ok

sayidaki yiiksek oranda korunmus resido’lar bulunmaktadir.

Daha 6nce bu varyantin saptandigi bir ailede, saptanabilir B-hiicresi veya
immiinoglobiilin bulunmayan 3 etkilenmis erkek g¢ocuk bildirilmistir,bu
verilere dayali bu proteinin son 24 amino asidinin, B-hiicre gelisiminde ve

ekspresyonunda veya fonksiyonu igin kritik oldugunu sunmaktadir.

6.1.13 BTK geninin 18.eksonda saptanan mutasyon analizi:

cDNA pozisyonu c.1888A>C

Variasyon tipi Missens homozigot mutasyon
Protein degisimi p.Met630Leu

Sequenc degisimi ATG>CTG

Fenotipi Agammaglobulinemia
Protein TK domain
Bolge 18.Ekson
Degisim Met: Hidrofobik
Yerlesim Leu:Alifati ,Hidrofobik

Agciklama Polimorfizim
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M630L varyanti patojenik bir varyant olarak yaymlanmamistir ve
bilgilerimize iyi huylu bir varyant olarak bildirilmemigtir. NHLBI Exome
Siralamasi Projesinde bu varyant gozlemlenmemistir,ve popiilasyonlarda
polimorfizim bir varyant olmadigimi gostermektedir. M630L, korunmus bir
amino asit ikamesinde saptanmakta olmasina ragmen sekonder protein
yapisini etkileme ihtimali bulunmamaktadir. Bununla birlikte, bu degisimin,
protein yapisina / islevine zarar verdigini ongoriilmektedir. Ayn1 kodonda
olan (M630V / T /R /K) ve ¢evresinde saptanan (V626G, C633Y, W634L /
S / C) varyasyonlarin agammaglobulinemi ile baglantili oldugu insan Gen
Mutasyon Veri Tabani’nda(HGMD) rapor edilmesine dayali olarak ,
proteinin bu bolgesinin fonksiyonel 6nemini gostermektedir. Bu nedenle
varyant muhtemelen patojeniktir; Bununla birlikte, Polimorfizim olma

ithtimali g6z ardi1 edilmemelidir.

6.2 Kontrol grubunda

Hicbir mutasyon bulunamadi.
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7. BULGULAR

DNA sekans tayinini kullanarak, 1 novel ve 5 tekrarlanan mutasyon
dahil olmak tizere 25 XLA endeksli hastanin 18’inde klinik taniy1 teyit eden

BTK mutasyonlar1 saptanmaktadir.

8 missense mutasyonu, 7 nonsense mutasyonu ve 3 frame shift
mutasyonu saptandi, bu mutasyonlar kodlanan boélgeler boyunca dagilmis
olup, BTK proteininin tiim alanlarini etkilemektedir. Iki ilgisiz bireylerde
R28C, R255X ve H454R mutasyonlar1 ve ii¢ ilgisiz bireyde R525X
mutasyonu saptandi. 18 mutasyondan 1’1 heterozigot (R525X, )novel oldugu
belirlendi.

Intron-ekzon sekans taranmasi yapilan XLA’li 7 bireyde, hastalik

yaratan mutasyon bulunmadi.

Domaine gore mutasyon dagilimi, 2 PH mutasyonu , 1 TH ,3 SH3 |1
SH2 ve 11 TK mutasyonu saptandi. Bu varyasyonlarin etkileri BTKbase

veritabaninda daha ayrintili tartisilmistir.

Bu, mutasyonlarin yaklasik % 50’si BTK proteininin kesilmesi ile

iligkili oldugu ve XLA veritabaninda bildirilen verilerle benzerdir.

Sonuglarimiz Tk domainindeki nonsens mutasyonlarinin, artmis olan

bulgularin1 desteklememektedir.

Sonug olarak, bu tez, mutasyon tipini ve lokalizasyonunu, genotip /
fenotip korelasyonunun eksikligini ve agammaglobulinemi tanisini ve
danigmanlhiginda, BTK gen testinin faydasin1 belgelemekte ve BTK
mutasyonlart grubu hakkinda veri sunmaktadir . BTK domainlerinin hiicre

isleyigindeki roliiniin netlestirilmesi, tirozin kinazlarin saglikta ve hastalikta
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oynadigr karmasik roliin desifre edilmesine yardimci olabilecegi
amaclanmaktadir. Bu bilgiler, hastalig1 tedavi etmek veya iyilestirmek igin

0zel mudahalelere imkan sunabilmektedir.

Mutasyon analizinin sonuglar,13 degisik varyant, 1 novel ve 5

tekrarlanan mutasyonu i¢eren Tablo 7.1°de 6zetlenmistir.

HASTA TABLOSU

Hastalar Domainler
- PH TH SH3 SH2 TK
Arg255Ter
Cys527fsX2
His454Arg
Arg525Ter
Arg525Gly
_ Arg28Cys
GIn166Ter
Asp224fsX5
Lys349fsX9
Cys506Arg
Cys506Phe
Glu636Ter
Met630Leu

Tablo 7.1 Mutasyon ozetleri.
Ca61
Y3 l:!hrminibl 1551

N Kinase o

Arg28Cys Ginl66Ter Arg235Ter Lys249f:X0 CysS2TISX2 ArgS25Cly
Al Arg255Ter HisdS4Arg CysS06Arg
Asp224fsX5 His454Arg Cys306Fhe
Arg515Ter Glu636Ter
Arg525Ter Met620Len

Arg5l5Ter

Sekil :  7.1.1 BTK geninde saptanan varyantlarin gosterilmektedir.
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