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1 GIRIS

Insan biiyiik doku uyusum kompleksini (MHC) kapsayan genler 6.
Kromozomun kisa kolunda 6p21.3 bolgesinde yaklagik 4 megabazlik bir bolgede
lokalize olmuslardir. Hastaliklara yatkinlik ve klinik transplantasyonlarda énemli rol
oynayan insan 16kosit antijeni (HLA) genlerinin MHC bolgesinde kesfedilmesinin
sonucu olarak, yaklasik son 40 yildir MHC insan genomunun en kapsamli ¢alisilan

bolgesidir (1)( 2).

HLA genleri hem poligenik hem de polimorfiktir. Bu komplekslik ¢ok sayida
cesitli peptid sunumu i¢in son derece dnemlidir. HLA bdlgesi sinif I, sinif II ve sinif
III olmak iizere 3 temel bolgeye ayrilir. Sif III HLA molekiilleri kompleman
proteinleri ve sitokinler gibi molekiilleri kodlarken, smif I ve smif II HLA

molekiilleri antijen sunumunda rol alan transmembran proteinleri kodlarlar (3).

Endojen peptidleri sunan simif I HLA molekiilleri polimorfik o zinciri ve
polimorfik olmayan B zincirinden olusurken, ekzojen peptidleri sunan simf II HLA

molekiilleri polimorfik a ve B zincirlerinden olusur (4).

Insanda en polimorfik bolge olarak bilinen HLA bolgesinde rekombinasyon
diisiik oranda gerceklesmektedir. Dolayisiyla bu bolgede yiiksek oranda baglanti
dengesizligi goriilmekte ve HLA allelleri haplotipler seklinde kalitilmaktadir (5).
HLA allel ve haplotip frekanslart farkli popiilasyonlar arasinda farklilik
gostermektedir (6).

Bu ¢alismada 2011-2015 Izmir Tepecik Egitim ve Arastirma Hastanesi Doku
Tipleme Laboratuvari’nda HLA doku tiplemesi degerlendirilerek bir¢cok hastalik ile
iligkisi bulunan, organ ve kemik iligi nakillerinde doku uyumunu belirleyen HLA

allel ve haplotip frekanslarinin belirlenmesi amaglanmaktadir.



2 GENEL BILGI

2.1 HLA Tarihcesi

HLA genleri evcil fare ve tavsan soylari iizerinde yapilan ¢alismalar sirasinda
tanimlanmistir. 1916°da Little ve Tyzzer farkli fare soylar1 arasinda tiimor nakilleri
yaptilar ve tiimorlerin bazi fare soylar1 arasinda nakledilebildigini fakat bazilarinda
ise ret edildigini oldugunu gordiiler. 1927°de Bover identik ikizlerde yapilan
nakillerde dokunun ret edilmedigini goézlemledi. Bu go6zlemler dondr ve alici
arasindaki doku uyumunun genetik olarak kontrol edildigi gosterdi. 1933’te Haldane
transplante tlimoriin rejeksiyonuna neden olan immiin yanitin timoére Ozgi
antijenlerden ziyade normal hiicresel antijenler tarafindan tetiklendigini iddia etti.
1930’larin sonunda ise Gorer “antijen I, II, III ve IV” olarak adlandirdig: dort kan
grubu antijeni kesfetti ve tiimor biiytimesi veya reddinin bu antijenlerin ekspresyonu

ile ilgi oldugunu buldu (7).

1940’larda Medavar ve ¢alisma arkadaglar1 tavsanlarda greft reddinin aslinda
yabanci dokuya saldiran immiin yanittan kaynaklandigini gosterdiler. Birkag yil
sonra Snell ve calisma arkadaslar1 yabanci dokularin rejeksiyonunu kontrol eden tek
bir genetik bolge hari¢ genetik olarak neredeyse identik olan farkli laboratuvar faresi
soylar1 (konjenik soylar) yetistirdiler. Snell doku reddini kontrol eden bu genleri
doku uyumu (histocompatibility, H) genleri olarak adlandirdi (8). Sonraki ¢aligmalar
ayni kromozom iizerinde doku reddini kontrol eden ¢ok sayida genin bulundugunu
gosterdi. Bu bolge giiniimiizde biiyiilk doku uyumu kompleksi (MHC) olarak
bilinmektedir (9).

HLA’nin esas immiinolojik islevleri 1970’lere kadar hala tam olarak
bilinmiyordu. Bu siirede immiin yanitin MHC molekiilleri ve T lenfositler arasindaki
etkilesim ile kontrol edildigi bulundu. 1975’te Zinkernagel ve Doherty T hiicre
yanitinin sadece antijen ayni zamanda da MHC ile de kisitlandigin1 gosterdiler ve

HLA’s1 heterozigot olan bireylerin daha kapsamli T-hiicre yanit1 olusturdugunu



ortaya koydular. Sonra, MHC molekiillerinin hiicresel yanit gibi antikor aracili
yanitta islev gordiigii belirlendi. 1980 ve 1990’lar siiresince X-ray Kristalografi

calismalar1 ile HLA molekiillerinin yapisi belirlendi (9).

2.2 Insan LoKkosit Antijenleri (HLA)

MHC insanda 4 milyon bazlik (Mb) bir alan1 veya baska bir deyisle insan
genomunun %0,1’ini kaplayan ve 200’den fazla kodlama yapan lokus igeren

DNA’daki en biiyiik gen bolgesidir (8).

Gen diizenlenmesindeki farkliliga ragmen, MHC genleri 3 molekiil smifi
kodlayan bolgeler seklinde organize olurlar. Sinif I MHC genleri tiim niikleusu olan
hiicrelerin yiizeyinde eksprese olan glikoprotein kodlarlar, sinif gen tirtinlerinin temel
fonksiyonu Tc hiicrelerine antijen sunumudur. Siif II MHC genleri daha ¢ok,
islenmis antijenik peptidleri Ty hiicrelerine sunan antijen sunan hiicrelerin
(makrofajlar, dentritik hiicreler ve B hiicreleri) yiizeyinde eksprese olan
glikoproteinleri kodlarlar. Siif III MHC genleri diger {iriinlere ek olarak,
kompleman sistemi bilesenleri ve inflamasyon ile ilgili molekiilleri igeren immiin

fonksiyona sahip salgilanmis proteinleri kodlarlar (10).

Insan I6kosit antijenleri (HLA), bilyiikk doku uyusum kompleksi (MHC) de
smif I ve smf II i¢inde kodlanir ve tiim insan popiilasyonlarinda en polimorfik
genleri teskil eder. Baslangigta 16kositlerdeki kan gruplari olarak tanimlanmalaria
ragmen, HLA molekiilleri hemen hemen biitiin cekirdekli hiicrelerin yiizeyinde
eksprese olurlar. Biyolojik rolleri patojenlerden kaynaklanan peptitleri veya kendi

degismis proteinlerini konagin immiin sistemine sunmaktir (11).
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Sekil 1. MHC gen bolgesi (Shiia et al. (2009)(12)’den alinmistir).

2.2.1 HLA Gen Yapisi

HLA genleri 3 bolgede lokalize olurlar. Sinif I ve smif II bolgeleri yap1 ve

fonksiyonlar1 birbirinden farkli hiicre membran reseptorleri kodlarlar ve HLA smif [



ve smif II bolgeleri arasinda yerlesmis olan sinif III bolgesi kompleman ve sitokinler
gibi immiin yanitlarda yer alan ¢oziiniir faktorler kodlayan genler icerir. Smif I ve
simif II bolgeleri sekans ve genel yapidaki benzerlikler baz alinarak smiflandirilir.
Bununla birlikte iki bolgede de bazi gen iirlinleri ayr1 fonksiyonlar1 yerine getirmek
icin evrimlesmistir. Dizi ve yapida homolojileri olan sinif I ve smif II igerisindeki
cok sayida gen atasal genin mutasyonlar ve fonksiyon ayrilmalariyla birlikte
duplikasyonlar1 ile ortaya c¢ikmiglardir. Bu siirece gen delesyonlar1 ve bazi
durumlarda insersiyonlar eslik etmislerdir. Bunlar da gen sayisi ve sonugta da gen
yapist acisindan farkliliklar gozlemlenen bireylerin oldugu insan popiilasyonlarindaki
heterojeniteye neden olurlar. Bu durum 6zellikle sinif I HLA bdlgesinde barizdir Bu
evrimlesme stireci MHC igerisinde kodlama yapma genler ve psddogenler gibi ¢cok
sayida fonksiyonel olmayan gen olusturmustur. Ornegin smf I bolgesinde
genlerin %50°den fazlas1 herhangi bir protein liriin kodlamazlar. Bu ¢ok sayidaki
fonksiyonel olmayan genin hig birinin biyolojik amaci heniiz bilinmemektedir. Belki

de milyonlarca yildir siiregelen evrimsel siirecin kalintilar olabilirler (12).

2.2.1.1 Smmf I HLA Genleri

Siif I genleri daha da smiflandirilarak 2 gruba ayrilmislardir: Klasik olan
(1A) ve klasik olmayan (1B) smif I genleri. Klasik olan sinif I genleri HLA-A, HLA-
B ve HLA-C’den olusur. Bunlar en polimorfik simif I genleridir, bunlarin tiriinleri
tim niikleuslu hiicrelerde eksprese edilir ve T hiicrelerine peptit sunulmasi
konusundaki fonksiyonlar1 molekiiler seviyede ayrintili bir sekilde anlasilmistir.
Tersine, klasik olmayan smif I genleri daha az polimorfiktirler, kisith ekspresyon ve

ayri fonksiyonlara sahiptirler (10).

Klasik smif I HLA genleri 6 ekzondan olusmaktadir. Ik ekzon gen
transkripsiyonunu baslatan lider sekansi kodlar. Ikinci ekzon smif I molekiiliiniin al
domainini, Ug¢iincli ekzon a2 domaini ve dordiincii ekzon a3 domainini kodlar.

Geriye kalan iki ekzon molekiiliin transmembran kismini ve molekiilii baglayan



sitoplazmik kuyrugu kodlar. Son olarak da, genin 3’ ucunda g¢evrilmeyen bolge
bulunmaktadir (13).
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Sekil 2. Simif I HLA geni (Kuby et al (2003)(10)’dan alinmustir.)

Klasik olmayan simif I HLA genleri eksprese olan HLA-E, HLA-F ve HLA-G
genlerinden ve ekspresyonu olmayan HLA-H, HLA-J, HLA-K ve HLA-L genlerin
olusmaktadir. Bu genlerin 06zellikleri; kisithh polimorfizmleri, farklilagsmis doku
dagilimlar1 ve farklilasmig fonksiyonlaridir. Hem dogustan hem de adaptif immiin

sistemde rol oynarlar (14).



2.2.1.2 Smmf Il HLA Genleri

Smif II HLA bolgesi DR, DQ ve DP olarak tanimlanan 3 alt bolgeden olusur
(15).

DR alt bolgesinde DRA ve DRB1-9 seklinde tanimlanan 10 tane HLA geni
bulunmaktadir. Bunlardan DRA1, DRB1, DRB3, DRB4 ve DRB5 membranda
eksprese olan irlin kodlar. Geri kalan DRB2, DRB6,DRB7, DRB8 ve DRB9
eksprese olmazlar. Farkli kromozomlar {izerinde genlerin farkli say1 ve
kombinasyonlarmin gézlemlenmesi MHC evrimi sirasinda ortaya ¢ikan cesitliligin
baska bir ¢arpict 6rnegidir. Duplikasyon, delesyon ve mutasyonlarla ile tek bir atasal
genden segici baski altinda bugiin gézlemledigimiz genetik yap1 olusmustur. Sinif II
genleri sadece 5 ekzona sahip olmalartyla temel yap1 acgisindan siif I genlerinden
farklidir. Ik ekzon sinyal dizisi kodlar, ikinci ve {iciincii ekzonlar iki ekstraselliiler
domaini kodlar, dordiinciisii molekiiliin transmembran kismini kodlarken, besinci

ekzon molekiiliin hiicre i¢ine tutunmasini saglayan sitoplazmik kuyrugu kodlar (16) .

Hiicre yiizeyinde eksprese olmug dort farklt DR heterodimeri gézlemlenebilir:
DRA/DRB1, DRA/DRB3, DRA/DRB4, DRA/DRB5. Bu heterodimerlerin
kombinasyonlar1 Tablo 1’de gosterilen haplotiplerde bulanabilir. Tiim haplotiplerde
bulunan tek heterodimer literatiirde DRB1 olarak gecen DRA/DRBI1 dir (12).

Tablo 1. DR haplotipleri

Haplotip 1 DRB1 DRB6 - - DRB9 DRA
Haplotip 2 DRB1 DRB6 DRB5 - DRB9 DRA
Haplotip 3 DRB1 DRB2 DRB3 - DRB9 DRA
Haplotip 4 DRB1 DRB7 DRB8 DRB4 DRB9 DRA
Haplotip 5 DRB1 - - - DRB9 DRA

DQ alt bolgesinde 5 HLA geni lokalize olmustur. Bunlar DQA1, DQBI,
DQA2,DQB2 ve DQB3’tiir. DR alt bolgesinde oldugu gibi burada da duplikasyonlar
ve mutasyonlar eksprese olmayan DQA2, DQB2 ve DQB3’iin olusmasina neden
olmustur. Bu nedenle eksprese olan tek DQ heterodimeri DQA1 ve DQBI1 genlerinin

protein iirlinleri arasinda kovalent olmayan baglarla olugsmus olan heterodimerdir

(14).



DP ve DQ alt bolgelerinin gen yapilar1 arasinda benzerlik bulunur. Yani
eksprese olan tek bir DP heterodimeri DPA1/DPBI1 ve eksprese olmayan ii¢ gen
DPA2, DPB2 ve DPB3 bulunur. DP heterodimerinin ekspresyon seviyesi DR ve

DQ’ya gore 6nemli oranda daha azdir (16).
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Sekil 3. Simif II HLA genleri (Kuby et al (2003)(10)’dan alinmustr).

2.2.1.3 Sumf III HLA Genleri

DNA’da yaklagik 700 Kb’lik bir alanda simif I ve smif II bolgeleri arasinda
lokalize olan sinif III bolgesi 35’1 protein iirlin kodlayan 75 gen serisini kapsayarak
MHC’nin gen bakimindan en zengin segmentidir. Bu bolge 3 tip gen bulunmaktadir.

Bunlar immiin yanitta rol alan molekiiller kodlayan genler, iiriinleri immiin



regiilasyonla ilgili fonksiyonu olmayan genler ve eksprese olmayan genlerdir.
Immiinolojik fonksiyona sahip olmayan genlerin sinif I ve smif II genleri arasinda

bulunmasinin nedeni tam olarak anlasilmamistir (14).

2.2.2 HLA Molekiiler Yapisi

2.2.2.1 Smif I HLA Molekiilleri

Sinif I HLA molekiilii 12-kDa B2-mikroglobiilin molekiilii ile non-kovalent
olarak iliskili 45-kDa a zinciri igerir. a zinciri insanda HLA komplekste A, B ve C
bolgelerindeki polimorfik genler tarafindan kodlanan transmembran glikoproteindir.
B2-mikroglobiilin ise farkli bir kromozomda lokalize olmus son derece korunmus
gen tarafindan kodlanan bir proteindir. a zincirinin f2-mikroglobiilin ile iligkisi sinif
I molekiillerinin hiicre membranlarinda ekspresyonu i¢in gereklidir. o zinciri,
hidrofobik transmembran segmenti ve hidrofilik sitoplazmik kuyrugu ile plazma

membranina baglanir (17).

Yapisal analizler neticesinde, simif I HLA molekiiliiniin a zinciri, her biri
yaklasik 90 amino asit iceren 3 eksternal (al, a2 ve a3) domainden, yiiklii hidrofilik
amino asit kisa dizisinin izledigi yaklasik 25 hidrofobik amino asitten olusan
transmembran domain ve 30 amino asitlik sitoplazmik baglanma segment seklinde
olustugu belirlenmistir. B2-mikroglobiilin, a3 domaini ile boyut ve organizasyon
acisindan benzerdir, transmembran domaini yoktur ve kovalent olmayan bagla sinif I
glikoproteinine baglanir. Sekans bilgileri a3 domaini ile B2-mikroglobiilin arasindaki
homolojiyi ortaya c¢ikarmistir. o3 domaini ile biiylik Olclide etkilesen [2-
mikroglobiilin, ol ve 02 domainlerinin aminoasitleriyle de etkilesir. [2-
mikroglobiilin etkilesimi ve sinif I a zinciri ile birlikte peptit, sinif I molekiiliiniin
tam katlanmis konformasyona ulagmasi i¢in gereklidir. p2-mikroglobiilin

yoklugunda, sinif  HLA «a zinciri hiicre membranina eksprese olamaz (10).



al ve 02 domainleri 2 uzun a helikal bolgeleri tarafindan 8 antiparalel B iplik
sarilan 8 antiparalel B iplik platformunu olusturmak {izere etkilesirler. Bu yap1 derin
bir oluk veya yarik olusturur. Bu peptid baglanma yarig1 simif I HLA molekiiliiniin
ist yiizeyinde lokalize olur ve 8-10 aminoasitlik peptit baglamaya yetecek
biyiikliiktedir. Sinif I molekiiliiniin X-ray kristalografik analizlerindeki biiytlik
stirpriz, yarikta proteinle birlikte kristalize olmug olan kiigiik peptitler bulmak oldu.
Bu peptitler, esasen derin oluktaki al ve a2 domainlerine bagli olan islenmis antijen

ve self-proteinlerdir (13).

a3 domaini ve P2-mikroglobiilin, her biri aminoasitlerin anti paralel
iplikleri tarafindan sekillendirilmis 2 B kivrimli levhalar seklinde organizedirler. Bu
yap1, immiinoglobiilin katlanmsi olarak bilinir ve immiinoglobiilin domainleri i¢in
karakteristiktir. Bu yapisal benzerlikten dolayi, sinif I HLA molekilleri ve [B2-
mikroglobiilin immiinoglobiilin siiper ailesinin iiyeleri olarak siiflandirilirlar. o3
domaini sinif I molekiilleri i¢inde son derece korunmus goriiniir ve Tc hiicrelerinin

tizerinde bulunan CD8 membran molekiilii ile etkilesen bir sekans igerir (10).

o2 ol

B2- o2

Microglobulin

a3

Sekil 4. HLA simif I ve II molekiillerinin yapis1 (Cassinotti et al. (2009)
(18)’den alinmustir).

2.2.2.2 Smf II HLA Molekiilleri

Smuf II HLA molekiilleri 2 farkli polipeptidt zinciri igerirler. Bunlar; kovalent
olmayan etkilesimler tarafindan iligkilendirilen 33-kDa’luk a zinciri ve 28-kDa’luk
zincirleridir. Siif I a zincirinde oldugu gibi, smif II HLA molekiilleri de eksternal
domainler, transmembran segment ve sitoplazmik segmentten olugan membrana

bagl glikoproteinlerdir. Sinif II molekiiliindeki her bir zincir 2 eksternal domain
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icerir: al ve a2 bir zincirde ve B1 ve B2 diger bir zincirde. Sinif I HLA molekiiliiniin
membran proksimalindeki a3/B2-mikroglobiilin domainlerine benzeyen membran
proksimalindeki a2 ve B2 domainleri, immiinoglobiilin katlanma yapisina benzer
dizilim tasir ve bu nedenle smif II HLA molekiilleri immiinoglobiilin siiper ailesi
icerisinde siniflandirilir. Sinif II molekiiliiniin membran distal kism1 al ve Bl
domainlerinden olusur ve islenmis antijenler i¢in antijen baglanma yarig1 olustururlar

(13).

X-1511 kristalografik analizi ile sinif I ve sinif II molekiillerinin benzerlikleri
gosterilmistir. HLA-DR1’in peptit baglama olugu, sinif I molekiillerinde oldugu gibi,

sekiz antiparalel B iplikten ve antiparalel a heliks taraftan olusur (10).

2.3 HLA Adlandirilmasi

HLA sisteminin kesfinde beri, hem HLA antijenlerinin tespit teknikleri hem
de smiflandirilmalar1 kullanilan adlandirma metotlar1 hizla degismektedir.
Baslangicta seroloji smif 1 ve smf II lokuslarinin  polimorfizmlerinin
tanimlanmasinda mevcut olan tek teknolojik aragti. HLA  allellerinin
sekanslanmasiyla birlikte, daha fazla polimorfizm tanimlandi ve polimorfizmin
derecesinin bilinenden ¢ok daha fazla oldugu agiga ¢ikti. Alleller arasindaki sekans
farkliligr saptandi ve her bir allel i¢in ikili numara gruplarindan olusan yeni
adlandirma metodu gelistirildi. ik ikili numara allelin ait oldugu serolojik grubu
gosterirken, ikinci ikili numara ise tanimlanma sirasini ifade eder (19). En sonda
bulunan harf eger “L” ise diisiik ekspresyonu, “N” ise null allel oldugunu, “S” ise
¢ozlinlir bir {irlin oldugunu, “C” ise allelik {irliniin membranda bulunmayan fakat
sitoplazmada bulundugu, “A” ise atipik bir allel oldugunu ve eger “Q” ise kuskulu
bir allel oldugunu ifade etmektedir (20).
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Sekil 5. HLA Adlandirilmasi (Cassinotti et al. (2009)(18)’den modifiye edilmistir).

Yeni HLA genlerinin ve allel sekanslarinin adlandirilmasi ve kalitelerinin
kontrol edilmesi 1968°te kurulan “World Health Organization (WHO) Nomenclature
Committee for Factors of the HLA System” komitesinin sorumlulugundadir. Komite
bu konular1 tartismak i¢in diizenli olarak toplanir ve bugiine kadar 19 ana rapor
yaymlamistir. Bu raporlar baslangigta serolojik olarak tanimlanmis HLA allellerini
dokiimente ederken son donemlerde niikleotid sekanslariyla tanimlanmis olan gen ve
allelleri bildirmektedir (21).

Daha sonra 16 Aralik 1998’de IMGT/HLA veritaban1 kurulmustur. O giinden

beri veritabani 3 ayda bir giincellenmektedir (21).

2.4 HLA Genlerinin Kalitim

HLA gen bolgesinin en karakteristik genetik Ozellikleri es baskinlik,
haplotipik kalitim ve baglanti dengesizligidir. Esbaskinlik, her bir allel ¢ifti
tarafindan kodlanan antijenlerin hiicre membraninda eksprese oldugu anlamina gelir
ve herhangi bir ¢ekinik gen bulunmamaktadir. Eger bir bireyin iki kromozomundaki
haplotipler HLA-A*11:01, B*27:04 ve HLA-A*24:01, B*07:02 ise, dort farklit HLA
molekiilii bireyin sitomembran yiizeyinde eksprese olmaktadir (22). Homolog
kromozomlar arasinda bu allellerde rekombinasyon nadiren goriiliir. Ureme

sirasinda, HLA haplotipleri biitiin bir genetik takim olarak evebeynden yavruya
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gecer. Eger bu haplotiplerde farkli lokuslardaki allellerin birlikte goriilme sikligi,
beklenen rasgele sikliktan yiiksek ise (baska bir deyisle gézlenen haplotip frekansi
teorik degerden yiiksek ise), bu bagimsiz olmayan kombinasyon durumu baglanti

dengesizligi olarak tanimlanir (17).

2.4.1 HLA Haplotipleri

Ayn1 kromozom {izerindeki genler tarafindan kodlanan HLA antijenlerinin
kombinasyonlar1 HLA haplotipi olarak bilinir. Mendelyan ayrilmaya gore kardes
dondriin hasta ile ortak iki haplotipi paylagsma olasilifi %25°tir. Tek bir haplotipi
paylasma olasiligi ise %50’dir. Bu durumda kardesin haploidentik oldugu sdylenir ve
bu tanimlamaya gore ebeveynler de haploidentiktirler. Haplotiplerin ayrimi diisiik
¢Oziiniirliklii HLA-A, B, DRBI tiplemesine dayanarak tanimlanabilir. Ciinkii her
lokustaki heterozigotluk belirsizlik olmadan allellerin kalittminin belirlenmesine
olanak verir. Homozigotluk durumunda ve akraba olmayan dondrler analiz
edildiginde ise olasi degildir. Bu durumlarda, hasta ve potansiyel (akraba ve akraba

olmayan) donoér arasinda dogru ve tam uyumluluk i¢in yiiksek ¢oziiniirliikte tipleme

gereklidir (11).
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A*02 A*29 A*26 A*29

B*51 B*45 B*55 B*45

DRB1*10 DRB1*11 DRB1*15 DRB1*11

Sekil 6. HLA-A-B-DR haplotiplerinin kaliimi1 (Tiercy et al (2014)(11)’den modifiye
edilmistir.

2.4.2 Baglanti Dengesizligi

Baglanti dengesizligi (BD) iki veya daha fazla lokustaki allellerin rasgele
olmayan iligkisidir. Baglanti dengesizliginin belirlenmesi dengenin yoklugunu ya da
baglantinin varligin1 géstermez. Baglant1 dengesizligi allellerin beklenenden daha sik
(pozitif baglant1 dengesizligi) ya da daha nadir (negatif baglant1 dengesizligi) birlikte
goriildiigii durumlarda ortaya cikar (23).

Baglant1 dengesizligi bir¢ok farktorden etkilenir ve bir¢ok faktorii etkiler.
Baglant1 dengesizligi ge¢mis durumlar hakkinda bilgi saglar. Dogal ve yapay
segilime potansiyel yanit1 kisitlar. Tiim genomdaki baglanti1 dengesizligi popiilasyon
geemisini, lireme sistem ve cografik alt bolgelerin yapisini gosterirken, her bir
genomik bolgedeki baglanti dengesizligi dogal secilim tarihgesi, gen degisimi,
mutasyon ve gen frekanslarinin degisimine neden olan diger gii¢leri gosterir. Bu
faktorlerin belirli lokus ciftleri arasinda veya belirli genomik bolgedeki baglanti

dengesizligine olan etkileri lokal rekombinasyon oranlarina baghdir (23).
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Iki lokustaki alleller arasindaki baglanti dengesizligi farkli yollarla
tanimlanmaktadir. Fakat biitiin tanimlamalar iki lokustaki A ve B allel ¢iftini tagiyan
gametlerin frekansi ile A ve B allel frekanslar1 arasindaki farkliliga dayanir:

Dag = Pag-Pa.Ps

[Dag: A ve B allelleri arasindaki baglanti dengesizligi, Pag: A ve B’nin birlikte kalitildigi

gametlerin frekansi, Pa: A allelinin frekansi, Pg: B allelinin frekansi]

Baglant1 dengesizliginin farkli hesaplamalarinin olmasinin nedeni, her bir
hesaplanmada rasgele iliskinin farklt bir 0Ozelligin kullanilmasidir.  Biitiin
hesaplamalar temelde D formiiliinii esas alsa da, D hesaplamasi her bir allel ¢iftinin
olas1 D degeri allel frekanslan tarafindan kisitlandigindan lokuslardaki farkli allel
ciftlerinin baglanti dengesizligini kiyaslanmasinda dogru bir istatistik degildir.
Lewontin, D’yi teorik maksimum degere bdlerek normalize eden farkli bir hesaplama
gelistirmistir:

D’ = D/Dyax (24).

2.5 HLA Polimorfizmi

Arastirmacilar genetik varyasyonlar1 bir gruptaki bireyler arasindaki
varyasyonlar1 ve farkli gruplardaki bireyler arasi varyasyonlar1 kiyaslayarak
(popiilasyon i¢i ve popiilasyonlar arasi farkliliklar) degerlendirirler. Bireysel
varyasyonlarin kaynaklar1 polimorfik allellere neden olan genomdaki rekombinant
olaylar ve mayozdaki mutasyonel olaylardir. Gruplar arasindaki varyasyon genom
tizerindeki secici baskilardan, c¢evredeki farkliliklardan, genetik siiriiklenme ve
kurucu etkinin  sonucunun  birlesiminden  kaynaklanir. Bu  farkliliklar
poplilasyonlardaki  gé¢  modellerinin  olusturulmasina  kaynaklik  ederler.
Popiilasyonlardaki genetik gesitliligin dort ana nedeni vardir. Bunlar; (1) gametlerin
rasgele secilimi, (2) mutasyon, (3) go¢ ve genetik degisim ve (4) dogal secilimdir
(25).

HLA genleri ve molekiilleri de son derece polimorfiktir. Bu polimorfizmin
nedeni ¢ok sayida olas1 peptidin HLA proteinleri tarafindan T hiicrelere sunulmasi

gerekliligidir (15). 1980’lerin baginda HLA smif I (A, B) ve smif 11 (DRA/DRBI)
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genlerinin ilk sekanslanmasi ve klonlanmasindan beri, yeni HLA varyantlarinin

sayist siirekli olarak artmaktadir (11). IMGT/HLA veritabanin Ekim 2015°te

giincellenen verilerine gore allel sayilart 10297 smif I ve 3543 smif II olmak {izere

toplamda 13840 HLA alleli olarak verilmistir (26).

Tablo 2. HLA allel sayilar

HLA ALLELLERI

HLA Simf I Allelleri 10297
HLA Smf IT Allelleri 3543
HLA Allelleri 13840
Diger Non HLA Allelleri 175
Confidential Alleles 5

Tablo 3. Simif T HLA lokuslarinin allel sayilari

SINIF I HLA ALLELLERI

Gen HLA-A HLA-B HLA-C HLA-E HLA-F HLA-G
Allel 3,285 4,077 2,801 18 22 51
Protein 2,313 3,011 1,985 4 17
Null 153 128 93 0 2
Tablo 4. Sif IT HLA lokuslarinin allel sayilari

SINIF II HLA ALLELLERI

Gen DRA DRB DQAl1 DQBl1 DPAl1 DPBl DMA DMB DOA DOB
Allel 7 1932 54 876 42 587 7 13 12 13
Protein 2 1412 32 595 21 480 4 7 3

Null 0 47 1 22 0 15 0 0 1

Tablo 5. DRB boélgesi allel sayilar

DRB ALLELLERI

Gen DRB1 DRB2 DRB3 DRB4 DRB5 DRB6 DRB7 DRB8 DRB9
Allel 1825 1 60 17 22 3 2 1 1
Protein 1335 0 48 10 19 0 0 0 0
Null 41 0 1 3 2 0 0 0 0
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Polimorfizmlerin ¢ogu peptitlerin baglandigr olugu sekillendiren ve HLA
molekiillerinin en uzak kismini kodlayan ekzonlarda yer almalarina ragmen (smif I
antijenleri i¢in ol/a2 domainleri ve sif II antijenleri i¢in ol/B1 domainleri),
varyasyonlar ayn1 zamanda genlerde herhangi bir yerde lokalize olurlar. HLA smif I
ve smuf II allellerinin yaklasik %25°1 sessiz yer degistirmelerle farklilasir ve %3’
hiicre ylizey ekspresyonunun yokluguna neden olan (null alleller) kodlama olan ve

kodlama olmayan bolgelerdeki mutasyonlar ile karakterize olurlar (11).

Fonksiyonel diizeyde HLA polimorfizmi daha kisithidir. Simf II HLA
molekiillerinin  biliyiik 0l¢iide Ortiisen peptit repertuvarlarina sahip olduklari
bilinmektedir. Fakat son yillarda baz1 ¢alismalar bu durumun sinif I i¢in de gegerli
oldugunu gosterdi. Bu segici olmayan peptit baglanmasi lokus i¢i allellerle kisithi

olmayip farkli sinif I HLA lokuslarindaki allelleri kapsar (27).

2.6 HLA Fonksiyonu

2.6.1 Antijen Sunumu

HLA molekiilleri sinif I ve sinif II olmak {izere iki formda sekillenir (8).

Niikleuslu her hiicre yaklasik 100.000 sinif I HLA molekiilii eksprese eder.
Sinif I molekiillerinin fonksiyonu hiicre i¢i orijinli (endojen) antijenleri sitotoksik T
lenfositlere (CTL) sunmaktir. Simif II HLA molekiilleri ise esas olarak dentritik
hiicreler, makrofajlar ve B hiicreler gibi immiin sistemin 6zellesmis hiicrelerinde
bulunurlar. Gorevleri, hiicreye giren (ekzojen) antijenleri yardimci T hiicrelerine

sunmaktir (18).
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Sekil 7. Simif I ve Sinif IT HLA molekiillerinin antijen sunumu (Penn (2002)(8)’den alinmustir).

2.6.2 Immiinolojik self/nonself ayrim

Istilaci patojenlere saldirmak igin immiin sistem kendinden olani yabanci
dokudan ayirabilmelidir. HLA molekiilleri hem self hem de nonself peptitleri sunar.
T hiicreleri aslinda self ve nonself peptitleri ayirt etmez. Basit sekilde self peptitleri
tantyan T hiicreler immiin sistem gelisimi sirasinda elimine edilir veye inaktiflenir.
Dogumdan 6nce olgunlagsmamuis, farklilasmamis T lenfositler kemik iliginde ¢ogalir,
daha sonra olgunlastiklar1 ve timik secilimden gegtikleri timusa gog ederler. Timusta
T hiicre proliferasyonu meydana gelir ve TCR genlerinin yeniden diizenlenmesiyle T
hiicrelerinin muazzam ¢esitliligi saglanir. 1011 kadar farkl tipte T hiicresi iiretilir
fakat rasgele bir iiretim oldugundan ¢ogu self antijenlere baglanma egilimindedir ve
dolaytyla yaklasik %95°1 elimine edilir ya da inaktiflenir. Sadece self peptit-MHC
kompleksini aviditenin esik degeri altinda taniyan T hiicreler olgunlasir ve dolasima
girerler (pozitif secilim). Esik degeri iistiinde baglananlar ise 6ldiriiliir veya inaktif
edilirler (negatif se¢ilim). Boylece timik secilim boyunca HLA genleri bireyin T

hiicre repertuvarini etkilerler (8).
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2.7 HLA ve Hastahk iliskisi

Immiin sistemin merkezinde yer alan HLA gen ve proteinleri bireylerin yasam
siiresi, poplilasyonun sagkalimi, enfeksiyonlara, otoimmiin hastaliklara ve kansere

yatkinlik ve direng ve de gebeligin siirdiiriillmesinde islev gormektedir (28).
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Polimorfizm ve
Mutasyonlar

Dogurganlik

Tibbi Mudahale

l

Tedavi Tani

Sekil 8. HLA-hastalik iligkisi (Dyer et al. (2013)(28)’den modifiye edilmistir).

Yaklasik son 40 yildir belirli HLA antijenleri ile hastaliklara yatkinlik
arasindaki iliski belirlenmeye c¢alisilmistir. Bu iliski HLA-B antijenlerinin cross
reaktif gruplar1 ile Hodgkin’s lenfoma, HLA-2 ile akut lenfosittik 16semi ve daha iyi
bilinen HLA-B27 ve ankilozan spondilit gibi hem koti huylu hem de otoimmiin
hastaliklar1 igermektedir. Cok sayida HILA-hastalik iligkisi tanimlanmast HLA
sisteminin genetik kompleksligi ve kapsamli polimorfizmi hakkindaki artan algimiz
ile paraleldir. Belirli HLA genotipleri ¢ok sik ortaya ¢ikan birkac yiizden fazla

hastalik  bildirilmigtir. Bu hastaliklar immiin aracili hastaliklarin genis bir
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spektrumunu kapsamaktadir. Buna ragmen, HLA iliskili hastaliklarin molekiiler
immiinopatogenezindeki HLA polimorfizminin ettirgen rolii ile sonuglanan
mekanizmalarin net agiklamasi kuraldan ziyade kural disi kalmistir. Bu durumun
birgok sebebi vardir. ilki, HLA lokuslar1 arasindaki baglanti dengesizligidir ve bu
lokuslarin son derece polimorfik olmalaridir. Ikincisi, insanda MHC bélgesinde
klasik HLA lokuslarina ek olarak 200’den fazla genin bulunmasidir. Ugiinciisii,
bircok HLA ve hastalik iligkisi ¢alismasinin dogrulanmamis olmasi ve erken
literatiirlerde yanlis pozitif iliskiler kurmaya yatkin oldugu bilinen dar grup
caligmalarinin fazla olmasidir. Biitiin bunlar bir araya geldiginde, belirli bir hastalik
ile primer HLA iliskisini kurmak icin farkli etnik gruplarda genis grup calismalar
gerekmektedir (29) .
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3 GEREC ve YONTEM

3.1 Calisma Grubu- Popiilasyon

Bu ¢aligmaya 2011-2015 izmir Tepecik Egitim ve Arastirma Hastanesi Doku
Tipleme Laboratuvari’nda HLA-A, HLA-B ve HLA-DRBI1 doku tiplemesi calisilan
bireyler dahil edilmistir. Haplotiplerin belirlenebilmesi i¢in bu bireyler oncelikle
ailesel diizeyde degerlendirilmistir. Aileler anne ve babanin HLA genotipleme
sonuclarinin bulunup bulunmamasina gore gruplandirilmistir. Bu gruplar; anne ve
babanin oldugu grup (Grup 1: 95 aile, 417 birey), sadece annenin oldugu grup (Grup
2: 64 aile, 175 birey ), sadece babanin oldugu grup (Grup 3: 50 aile, 132 birey) ve de
anne ve babanin olmadigi grup (Grup 4: 182 aile, 641 birey) seklindedir. Bunlar
disinda herhangi bir aileye dahil olmayan ve haplotipleri belirlenemeyen bireylerin
allelleri, allel frekanslarinin hesaplanmasina dahil edilmistir.

Bu ¢alisma Izmir Tepecik Egitim ve Arastirma Hastanesi Yerel Etik Kurul

Komitesi’nin 19.03.2015 tarihli ve 4 nolu karart ile etik kurul onayr alinmastir.

3.2 Yontem

Bu ¢alismada bireylerin HLA genotipini belirlemek i¢cin molekiiler yontemler

olan PCR-SSP, PCR-SSOP veya Sanger SBT yontemleri uygulanmistir.

Bireylerin DNA’lart EDTA’ tiipe alinan periferal kandan EZ1 DNA Blood
200 pl Kit (Qiagen, Hollanda) ile izole edilmistir.

3.2.1 PCR-SSP Yontemi

Bu yontem icin HLA-A-B-DR Combi Tray Kit (Olerup, Isve¢) kullanilmistir.

Prosediir, iiretici firmanin talimatlarina gore olusturulmustur. Bu kitin i¢cinde dnceden
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alikotlanmis primerlerin oldugu 96 kuyucuklu plak, PCR master mix ve yapiskanl
PCR seal’i bulunmaktadir. Bunlarin disinda Taq polimeraz (Qiagen, Hollanda) ve

distile su kullanilmustir.

312 ul master mix iizerine 8,3ul DNA Taq polimeraz eklenmistir. Bu
karisimdan 3 pl alinarak alikotlanmis primerlerin bulundugu 96 kuyucuklu plakta
icinde primer bulunmayan kontrol kuyusuna eklenmistir. Daha sonra bu kuyuya 7 pl
distile su eklenmistir. Kalan master mix-distile su karigimi tizerine 605 ul distile su
konulmustur. Bu karigim ise 100 ul DNA 6rneginin bulundugu tiipe eklenmistir. Tiip
hafifce vortekslenip, santrifiijlenmistir. Sonra kalan tiim kuyulara 9,8 ul olarak
dagitilmaktadir. Daha sonra plagin iizeri PCR seal ile kaplanip, plak firmanin
talimatlarina gore olusturulmus olan PCR protokolii segilerek thermal cycler’a

yerlestirilmistir.

PCR islemi sonrasi 0,5X TBE buffer (Tris-Boric asit-EDTA tampon)
icerisine 2 gr toz agaroz eklenerek mikrodalga firinda eriyene kadar kaynatilmistir.
Eriyip berraklasan agaroza 2 damla etidyum bromid damlatilmaktadir. Elektroforez
tepsisine taraklar yerlestirildikten sonra jel dokiilip 15-20 dakika donmasi
beklenmistir. PCR iiriinleri hazirlanan 96 kuyulu agaroz jel icerisine sirayla yiiklenip
140 volt, 40 mili amperde 20 dakika yiiriitiilmistiir. Tanktan cikartilan jel UV
transluminatorde goriintiilenmistir.

Olerup SSP Start Score programi kullanilarak, jel goriintiisiinde elde edilen

bantlar programa girilmistir.

3.2.2 PCR-SSOP Yontemi

Bu yontem igin Lifecodes HLA SSO Typing Kit (Immucor, ABD)
kullanilmaktadir. Her bir lokus i¢in lokusa 0Ozgii kit kullanilmistir. Calisma
prosediirii, iiretici firmanin talimatlarina gore hazirlanmistir. Bu kitlerin igerinde
lokusa 6zgii olarak hazirlanmis olan master mix, probe mix ve diliisyon soliisyonu
bulunmaktadir. Bunlarin disinda DNA Taq polimeraz (Qiagen, Hollanda), distile su,
8°1i strip, coster plate, seal ve SA-PE (streptavidin-fikoeritrin) kullanilmistir.
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Bu yontemin ilk agsamasi HLA-A, -B, -DR lokuslarinin PCR ortaminda ayr1
ayrt cogaltildigi amplifikasyon asamasidir.  Bu basamak standart bir PCR
reaksiyonundan farklidir. Standart bir PCR reaksiyonunda esit miktarlarda forward
ve reverse primerler bulunurken, bu yontemde primerlerden biri digerinden fazla
miktarda bulunmaktadir. Bu durumda gift iplikli iiriinlere ek olarak bir miktar da tek
iplikli DNA iiriinii olugsmaktadir. Bu basamakta olusan tek iplikli ve ¢ift iplikli

tirtinler hibridizasyon reaksiyonunda kullanilacaktir.

Master mix oda sicakligina isitilmigtir (18-30 °C). Yaklasik 10 sn. hafifce
vortekslenmis ve 5-10 sn. mikrosantrifiijjde spin attirilmistir. Asagidaki tablo
kullanilarak n+1 reaksiyonluk bilesenler hazirlanmigtir (DNA hari¢). Reaksiyon
basina son miktar 50 pL olacak sekilde hesaplanarak nuclease-free su eklenmis
sonrasinda hafifce vorteks yapilmistir. Karisim PCR tiiplerine dagitilarak DNA’lar
eklenmistir.  Ornekler termal cycler’a yerlestirilip amplifikasyon asamasi

gerceklestirilmistir.

Hibridizasyon basamaginda prob mix’ler 55-60 °C’de 5-10 dk. isitilmistir.
Ardindan yaklasik 15 sn. sonikatorde tutulup ve 15 sn. kadar hafifce vorteks
yapilmistir. Costar plaklara 5 pL. PCR {iriinii ve {izerine 15 pL prob mix eklenmistir.
Plagin iizeri silikon ile kapatilip 6rnekler termal cycler’da inkiibasyon kosullarinda
hibridize edilmistir. Ornekler hibridize edilirken 1:200 oraninda Diliisyon
soliisyonu/SA-PE karisimi hazirlanmistir (1 6rnek igin 0,85 uL SAPE 170 pL
diliisyon sollisyonu olacak sekilde hazirlanir). Diliisyon soliisyonu/SA-PE karigimi
oda sicakliginda ve karanlikta saklanmistir (SA-PE 1s18a duyarhidir). Plak termal
cycler’da ve 56°C’de iken her bir kuyucuga 170 pL diliie SA-PE eklenmistir ve

ardindan plak Luminex cihazina yerlestirilmistir.

Kullanmakta oldugumuz Luminex cihazi 6rnekler analiz edilmeden en az 30
dk. once agilmistir. Cihazi analize hazirlamak icin cihaz programindaki “prime”,

3

“alcohol flush” ve “wash” basamaklari tamamlanmis ve ornekler analizden 6nce

toplu olarak cihaza kayit edilmistir.
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3.2.3 Sanger SBT Yontemi

Sanger SBT yonteminde HLA-A, -B ve -DR lokuslar i¢cin QIAGEN Long
Range PCR Kit (Qiagen, Hollanda), SBTexcellerator Core Kit (GenDX, Hollanda),
SBTexcellerator Extended Kit (GenDX, Hollanda) kitleri kullanilmaktadir.

Bu yontemin ilk basamaginda HLA-A, -B ve —DR lokuslar1 Qiagen Long
Range PCR kiti kullanilarak lokuslar seklinde amplifiye edilmistir. Amplifikasyon
sonucu elde edilen iirtinlerin saflastirilmasi, ortamdaki deoksiriboniikleotid trifosfat
ve primerlerin uzaklastirilmasi i¢in Exo-SAP basamagi uygulanmistir. Bu basamakta
Exonuclease ve SAP kullanilmistir. Sonrasindan islemin kontrolii amaciyla
elektroforez islemi yapilmistir. Jel, UV transliiminator ile goriintiilenmistir. Olusan
bantlarda kirlilik gdzlendigi takdirde islem tekrarlanmis olup, temiz bantlar elde
edildiginde ise bir sonraki asamaya ge¢ilmistir. Bu asama temizlenmis lokuslara
6zgl amplikonlarin ekzonlar seklinde ¢ogaltildig1 sekans asamasidir. Bu basamakta
SBTexcellerator Core Kit ile sekans reaksiyon plateleri kullanilmistir. Her bir lokus
icin lokusa 0zgii 6’sar adet primer bulunmaktadir. Her bir kuyuda 5,5 pL su, 1,5 uLb
buffer ve 1 pL reaksiyon mix olacak sekilde n+1°lik mix hazirlanmistir ve kuyulara
8’er uL mix ve tizerine 1 pL primer ve 1 pL amplikon dagitilmistir. Plate’in {izeri

kapatilarak thermal cycler’a yerlestirilmistir.

Sonraki basamak filtrasyon agamasidir. Filtrasyon icin plate’lerde sephadex
hazirlanip plate santrifiijle filtrasyon gerceklestirilmistir. Bunun i¢in sephadex 6zel
aparat1 ile kuyucuk basina 45g olacak sekilde plate aktarilmistir ve her kuyuda
sephadex iizerine 300 pl steril distile su eklenir ve 3 saat donmasi i¢in beklendikten
sonra plate santrifiijle 800 g’de 500 dk. olacak sekilde suyu uzaklagtirilmistir. Daha
sonra PCR {riinlerinin tizerine 10 pl steril distile su ilave edilmis ve ornekler
sephadex’li plate’e aktarilarak tekrar 800 g’de 500 dk. ile santrifiij edilmistir.

Santrifiij sonucunda 6rnekler dizileme i¢in kullanilan barkotlu plate’lere ge¢mistir.

Son asama olarak, drneklerin bulundugu barkodlu plate thermal cycler’da
denatiirasyon i¢in hazirlanmis protokol ile denatiire edilmistir. Thermal cycler’dan

cikarilan 6rnekler buz lizerinde tasinarak sekans cihazina yerlestirilmistir.
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Cihazin analizi bittikten sonra sonuglar SBTengine ver 3.9.0 (GenDX,

Hollanda) degerlendirilmistir.

3.2.4 Haplotiplerin Belirlenmesi

Haplotipler segregasyon ile saptanmistir. Hesaplamalar i¢in, akrabalik iligkisi
bulunmadigindan anne ve babalarin haplotipleri dahil edilmistir. Boylelikle haplotip
tekrarindan kac¢imilmistir. Anne ve babadan en az birinin genotipinin bilinmedigi

ailelerde ise anne ve babanin haplotipleri ¢ocuklardaki gegislerden ¢ikarilmistir.

3.2.5 [istatistiksel Analiz

Hardy-Weinberg Dengesi (Hardy-Weinberg Equilibrium) analizi (p>0,05) ve
Baglantt Dengesizligi (Linkage Disequilibrium) analizi Arlequin ver 3.5.2.2 ile
Windows 7 bilgisayar programi ortaminda yapilmistir.

Frekans analizleri Statistical Package for Social Sciences for Windows Version
21.0 (SPSS 21.0 Inc, Chicago, USA) kullanilarak Windows 7 bilgisayar programi

ortaminda yapilmistir.
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4 BULGULAR

Bu calismada 2011-2015 yillart arasinda HLA doku tiplemesi yapilan 2341
bireyin doku tipi bilgilerine ulasilarak tek bir dosyada toplandi ve istatistiksel
analizleri yapildi. HLA-A, -B, -DRBI lokuslar1 ¢alisilmis ve haplotipleri
belirlenebilen 391 aile gruplandirilarak pedigrileri ¢ikarildi. Bu aileler, anne ve
baba bilgilerinin bulunup bulunmamasina gore dort alt gruba ayrildi (Tablo 6).
Anne ve babanin oldugu aile (Grup 1) sayist 95, sadece annenin oldugu aile
(Grup 2) sayis1 64, sadece babanin oldugu aile (Grup 3) sayis1 50, son olarak da
anne ve babanin olmadig: aile (Grup 4) sayis1 182 olarak belirlendi. Toplamda
1272 HLA-A-B -DRBI haplotipi saptandi. Bu frekanslar hem toplamda hem de
gruplar i¢inde ayrt ayri degerlendirildi. Allel frekanslar1 igin haplotipi
saptanamayan gruptan akrabalik bagi bulunmayan 261 birey de dahil edildi ve
toplamda 1797 allelin frekanslar1 hesaplandi.

Tablo 6. Aile gruplarinin ve bireylerinin sayilar

Aile Grubu Sayisi Birey Sayisi
Grup 1 Anne ve Babanin Oldugu Grup 95 417
Grup 2 Sadece Annenin Oldugu Grup 64 175
Grup 3 Sadece Babanim Oldugu Grup 50 132
Grup 4 Anne ve Babanin Olmadigi Grup 182 641
TOPLAM 391 1365

HLA-A, -B, -DRBL1 lokuslarinin Hardy-Weinberg dengesi analizi sonuglart
Tablo 7°te gosterilmektedir.

Tablo 7. Hardy-Weinberg Analizi

LOKUS HeObs HeExp p SD

HLA-A 0.89971 0.89394 0.20377 0.00030
HLA-B 0.90857 0.92090 0.11080 0.00018
HLA-DRB1 0.87143 0.88037 0.37615 0.00050

HeObs: Gozlenen heterozigotluk HeExp: Beklenen heterozigotluk p: olasilik (istatistiksel anlamlilik)
SD: Standart sapma
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Her bir HLA lokusunda goriilen allel sayis1 Sekil 9°da gosterilmektedir.

Allel Sayisi

HLAA - Lias
HLA-DRB1

Sekil 9. HLA lokuslarinda saptanan farkli allel sayilari

Gozlenen 18 farkli HLA-A allelinin frekanslar1 Tablo 8 ve Sekil 10’da
gosterilmis olup en sik goriilen 3 allel sirasiyla A*02, A*24 ve A*03 olarak

belirlendi.

Tablo 8 HLA-A lokusundaki allellerin frekanslari

HLA-A FREKANS
A*02 0,198
A*24 0,157
A*03 0,112
A*11 0,102
A*01 0,101
A*26 0,062
A*32 0,050
A*68 0,047
A*30 0,041
A*23 0,036
A*33 0,031
A*29 0,024
A*31 0,021
A*69 0,008
A*25 0,004
A*66 0,004
A*74 0,001
A*34 0,001
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Sekil 10. HLA allellerinin frekanslar1

HLA-B lokusunda saptanan 32 farkli HLA-B allellerinin frekanslar1 Tablo 9 ve

Sekil 11°de gosterildi ve B*35, B*51 ve B*44 allelleri en sik goriilenlerdi.

Tablo 9. HLA-B allellerinin frekanslar:

HLA-B FREKANS
B*35 0,188
B*51 0,124
B*44 0,074
B*18 0,068
B*38 0,046
B*40 0,046
B*49 0,041
B*55 0,041
B*07 0,040
B*52 0,040
B*08 0,038
B*13 0,036
B*58 0,030
B*41 0,027
B*15 0,026
B*27 0,026
B*50 0,025
B*39 0,018
B*14 0,016
B*57 0,014
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Tablo 9. HLA-B allellerinin frekanslar1 (devami)

B*37 0,012
B*53 0,007
B*47 0,003
B*45 0,003
B*48 0,003
B*56 0,002
B*54 0,002
B*62 0,001
B*46 0,001
B*60 0,001
B*63 0,001
B*73 0,001

Allel Frekansi

0,20
0,18
0,16
0,14
0,12
0,10
0,08
0,06
0,04
0,02
0,00

HLA-B

B*35
B*51

B*44
B*18
B*38
B*40

B*13
B*58
B*41

B*15
B*27
B*50
B*39
B*14

B*57

Sekil 11. HLA-B allellerinin frekanslari

HLA-DRB1 lokusunda 14 farkli allel belirlendi. En sik goriilen alleller

DRB1*11, DRB1*04 ve DRB1*15 olarak bulundu (Tablo 10, Sekil 12).
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Tablo 10. HLA-DRBI1 allellerinin frekanslari

HLA-DR FREKANS
DRB1*11 0,213
DRB1*04 0,157
DRB1*15 0,106
DRB1*13 0,098
DRB1*03 0,079
DRB1*01 0,074
DRB1*07 0,071
DRB1*14 0,071
DRB1*16 0,059
DRB1*08 0,023
DRB1*10 0,021
DRB1*12 0,018
DRB1*09 0,008
DRB1*17 0,001
HLA-DRB1
0,25

_ 0,20

C

% 0,15

= 0,10

3 0

< 0,05

0,00 =
\,,,,'\,“’ \*:o“‘ '\,,,,'\(? \f\?’ \fo“’ \,fo“’ \,:6\ \,,,AP‘ ,\,:'\5" \fo‘*’ \*,*\’Q \*,"O’ \,,,,0‘” \,:'\',\
R R A T AN

HLA-DRB1

Sekil 12. HLA-DRBI allellerinin frekanslari

Calisilan HLA lokuslarinda en sik goriilen 5 allel Sekil 13°de frekanslar ile

birlikte gosterilmektedir.
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Sekil 13. En sik goriilen 5 HLA-A, HLA-B ve HLA-DRBI allellerinin frekanslart

Calisma grubumuzdaki 1272 HLA-A-B-DR haplotipi igerisinde 646 farkli

belirlendi. Bu haplotiplerden 236 tanesi 2-21 arasi tekrarlarken,

410 tanesi ise

sadece bir defa gozlendi. En sik goriilen 26 haplotipin frekanst Tablo 11°de

verilmektedir. Sekil 14’te en sik 10 haplotip ve frekanslar1 gosterilmektedir.

A-B-DRB1 HAPLOTIP

A*24 B*35 DRB1*11
A*01 B*08 DRB1*03
A*03 B*44 DRB1*04
A*02 B*51 DRB1*04
A*02 B*18 DRB1*11
A*02 B*51 DRB1*11
A*11 B*35 DRB1*01
A*11 B*35 DRB1*11
A*11 B*52 DRB1*15
A*23 B*49 DRB1*11
A*01 B*52 DRB1*15
A*02 B*35 DRB1*04
A*02 B*44 DRB1*11
A*11 B*35 DRB1*04
A*02 B*50 DRB1*07
A*03 B*35 DRB1*11
A*24 B*44 DRB1*11
A*24 B*51 DRB1*11
A*30 B*13 DRB1*07
A*03 B*18 DRB1*11

Tablo 11. En sik goriilen 26 HLA-A-B-DRB1 haplotiplerinin frekanslari

FREKANS
0,017
0,012
0,011
0,010
0,009
0,009
0,009
0,009
0,009
0,009
0,008
0,008
0,008
0,008
0,007
0,007
0,007
0,007
0,007
0,006
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Tablo 11. En sik goriilen 26 HLA-A-B-DRB1 haplotiplerinin

frekanslari (devami)

A*24 B*18 DRB1*11
A*02 B*44 DRB1*04
A*02 B*44 DRB1*15
A*03 B*35 DRB1*01
A*03 B*35 DRB1*04
A*24 B*38 DRB1*13

0,006
0,006
0,006
0,006
0,006
0,006

HLA-A-B-DRB1

0,018

0,016

0,014

0,012

0,01
0,008
0,006
0,004
0,002

Allel Frekansi

HLA-A-B-DRB1

Sekil 14 En sik goriilen 10 HLA-A-B-DRB1 haplotiplerinin frekanslari

Aile gruplari igerisinden ¢ikarilan haplotipler de ayrica degerlendirildi. Anne
ve babanin oldugu Grup 1°de 417 bireyin oldugu 95 ailenin haplotip frekanslari
analiz edildi (Tablo 12 ve Sekil 15).

Tablo 12. Grup 1’de en sik bulunan haplotip frekanslari

Anne ve Babanin Oldugu
Grubun Haplotipleri
A*03 B*44 DRB1*04
A*11 B*52 DRB1*15
A*02 B*18 DRB1*11
A*02 B*50 DRB1*07
A*24 B*18 DRB1*11
A*24 B*35 DRB1*11
A*24 B*38 DRB1*13

Frekans

0,020
0,020
0,017
0,013
0,013
0,013
0,013
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Sekil 15 Grup 1°de en sik bulunan haplotip frekanslari

Annenin oldugu grup (Grup 2) ile babanin oldugu grup (Grup 3) birlikte
degerlendirilmeye alindi. Toplamda 307 bireyin oldugu 114 aileden olusan bu
grubun (anne veya babanin oldugu grup) en sik goriilen haplotipleri Tablo 13 ve
Sekil 16°da verildi.

Tablo 13. Grup 2 ve 3’te sik bulunan haplotip frekanslar

Anne veya Babanin Oldugu

Grubun Haplotipleri Frekans
A*01 B*08 DRB1*03 0,016
A*11 B*35 DRB1*11 0,016
A*02 B*44 DRB1*04 0,013
A*03 B*35 DRB1*04 0,013
A*03 B*35 DRB1*11 0,013
A*24 B*51 DRB1*11 0,013
A*30 B*13 DRB1*07 0,013
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Sekil 16. Grup 2 ve 3’te sik bulunan haplotip frekanslari

Anne ve babanin olmadig1 grupta (Grup 4) toplamda 641 bireyin oldugu 182
ailenin haplotipleri arasinda en sik olanlar A*02 B*51 DRB1*04 ve A*24 B*35
DRB1*11 olarak belirlendi (Tablo 14 ve Sekil 17).

Tablo 14. Grup 4’te sik bulunan haplotip frekanslar

Anne ve Babanin Olmadigi

Grubun Haplotipleri Frekans
A*02 B*51 DRB1*04 0,017
A*24 B*35 DRB1*11 0,017
A*01 B*08 DRB1*03 0,015
A*23 B*49 DRB1*11 0,015
A*03 B*44 DRB1*04 0,013
A*11 B*35 DRB1*04 0,013
A*01 B*52 DRB1*15 0,011
A*02 B*51 DRB1*11 0,011
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Sekil 17 Grup 4’te sik bulunan haplotip frekanslari

Ayrica HLA-A-B, HLA-B-DRBL1 ve HLA-A-DRBL1 seklinde ikili haplotiplerin
sikliklart belirlendi. Sekil 18 ve Tablo 15’te en sik 19 HLA-A-B haplotipinin
frekanslar gosterilmektedir. En sik goriilen HLA-A-B haplotip A*11-B*35°tir.
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A*02 B*40
A*03 B*07
A*03 B*51
A*11 B*51
A*24 B*18

A*32 B*35

Sekil 18. HLA-A-B haplotiplerinin frekanslar1
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A-B HAPLOTIP

A*11 B*35
A*02 B*51
A*24 B*35
A*02 B*44
A*03 B*35
A*02 B*35
A*26 B*38
A*03 B*44
A*24 B*51
A*30 B*13
A*02 B*18
A*23 B*49
A*24 B*44
A*02 B*40
A*03 B*07
A*03 B*51
A*11 B*51
A*24 B*18
A*32 B*35

Tablo 15. HLA-A-B haplotiplerinin frekanslari

FREKANS
0,042
0,038
0,035
0,026
0,025
0,024
0,018
0,017
0,017
0,017
0,016
0,016
0,016
0,013
0,013
0,013
0,013
0,013
0,013

LD’
0,29
0,14
0,04
0,15
0,04
-0,36
0,35
0,11
-0,15
0,48
-0,59
0,39
0,04
0,09
0,22
-0,05
0,00
0,06
0,09

En sik goriilen HLA-B-DR haplotipleri Sekil 19 ve Tablo 16’da gosterilmis
olup en sik goriilen HLA-B-DRB1 haplotipi B*35-DRB1*11 olarak saptanmustir.
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B*55 DRB1*13
B*35 DRB1*15
B*40 DRB1*04
B*41 DRB1*04
B*51 DRB1*01
B*51 DRB1*13
B*51 DRB1*15

Hmnm

Sekil 19. HLA-B-DR haplotiplerinin frekanslar1
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Tablo 16. HLA-B-DRB 1haplotiplerinin frekanslari

B-DRB1 HAPLOTIP FREKANS LD’
B*35 DRB1*11 0,052 0,08974
B*35 DRB1*04 0,035 0,04814
B*18 DRB1*11 0,034 0,40420
B*52 DRB1*15 0,031 0,77205
B*51 DRB1*11 0,030 0,04135
B*08 DRB1*03 0,028 0,80398
B*35 DRB1*01 0,026 0,20526
B*51 DRB1*04 0,025 0,05636
B*35 DRB1*14 0,024 0,08974
B*44 DRB1*04 0,023 0,21170
B*49 DRB1*11 0,020 0,14895
B*38 DRB1*13 0,019 0,35255
B*44 DRB1*11 0,019 0,32566
B*13 DRB1*07 0,017 0,02882
B*07 DRB1*15 0,014 0,24858
B*35 DRB1*13 0,013 0,18089
B*55 DRB1*13 0,013 -0,33814
B*35 DRB1*15 0,011 -0,42625
B*40 DRB1*04 0,011 0,07511
B*41 DRB1*04 0,011 0,26081
B*51 DRB1*01 0,011 0,03063
B*51 DRB1*13 0,011 -0,18065
B*51 DRB1*15 0,011 -0.19913

HLA-A-DRB1 haplotiplerine ait frekanslar ise Sekil 20 ve Tablo 17°de
gosterilmektedir. En sik goriilen HLA-A-DRB1 haplotipi A*24-DRB1-11 olarak

belirlendi.

HLA-A-DRB1

Allel Frekansi
o000
eoleololololo]

A*24 DRB1*11 |
A*02 DRB1*04

A*02 DRB1*11 ﬁ
A*03 DRB1*11

A*03 DRB1*04

A*02 DRB1*13 E::
A*02 DRB1*15

A*02 DRB1*07

A*24 DRB1*04

A*01 DRB1*11

A*11 DRB1*11

A*01 DRB1*15

A*01 DRB1*03

A*02 DRB1*16

A*11 DRB1*04

A*11 DRB1*15

A*03 DRB1*01

A*11 DRB1*01

A*24 DRB1*16

A*26 DRB1*11

Sekil 20. HLA-A-DRBI1 haplotiplerinin frekanslar1
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Tablo 17. HLA-A-DRB1 haplotiplerinin frekanslaru

A-DR HAPLOTIP FREKANS LD’
A*24 DRB1*11 0,057 0,18079
A*02 DRB1*04 0,037 0,03838
A*02 DRB1*11 0,036 -0,15677
A*03 DRB1*11 0,028 0,03486
A*03 DRB1*04 0,027 0,08806
A*02 DRB1*13 0,023 0,00639
A*02 DRB1*15 0,022 0,00866
A*02 DRB1*07 0,020 0,12132
A*24 DRB1*04 0,020 -0,22450
A*24 DRB1*13 0,017 -0,01534
A*01 DRB1*11 0,017 -0,22708
A*11 DRB1*11 0,016 -0,26389
A*01 DRB1*15 0,015 0,04817
A*01 DRB1*03 0,014 0,10566
A*02 DRB1*16 0,014 0,05163
A*11 DRB1*04 0,014 -0,11448
A*11 DRB1*15 0,014 0,03943
A*03 DRB1*01 0,013 0,07464
A*11 DRB1*01 0,013 0,08920
A*24 DRB1*16 0,013 0,00842
A*26 DRB1*11 0,013 0,01661

Yapilan analizler esnasinda 391 aileden dordiinde rekombinasyon
olayigozlemlenmistir. Bunlardan tigii HLA-A ve HLA-B lokuslar1 arasinda, biri ise
HLA-B ve HLA-DRBI lokusu arasinda ger¢eklesmistir (Tablo 18).

Rekombinasyon yiizdeleri, aktarim basina yiizde olacak sekilde hesaplanmistir.

Rekombinasyon yiizdesi = R/T

[R: rekombinasyon sayisi, T:Aktarim (Transmission) sayisi = ¢ocuk sayisi x 2]

Tablo 18. Rekombinasyon say1 ve yiizdeleri

Toplam A/B Lokuslar1 Arasi B/DR Lokuslar1 Arasi Toplam
Toplam Cocuk Rekombinasyon Sayisi  Rekombinasyon Sayis1  Rekombinasyon
Aile Sayisi Sayisi (%R/T) (%R/T) Sayis1 (YoR/T)
391 1061 3(0,57) 1(0,19) 4 (0,75)

Saptanan 4 rekombinasyon durumu Sekil 21, 22, 23 ve 24’te ayr1 ayri

gosterilmektedir.
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A*11B*13 DRB1*07 A*68B*56 DRB1*01
A*03 B*52 DRB1*04 A*698*55 DRB1%08 |l d

okele

H bl c u bl c

= B3

E A*03 B*52 DRB1*07

Rekombinasyon B/DR lokuslari arasinda olmustur.

Sekil 21. Rekombinasyon saptanan aile pedigrisi (1) (Pedigrideki sekiller cinsiyete dair bir ayrim
ifade etmemektedir.)

1)

H A*23 B*08 DRB1*03 A*23 B*49 DRB1*04
[ b |l A*26B*55 DRB1*04 A*24 B*49 DRB1*11

®

Al OO0 B BEn @BAa

A*23 B*55 DRB1*04

Rekombinasyon A/B lokuslari arasinda olmustur.

Sekil 22.Rekombinasyon saptanan aile pedigrisi (2) (Pedigrideki sekiller cinsiyete dair bir ayrim ifade
etmemektedir.)
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A*11B*55 DRB1*04 A*26B*38 DRB1*13

o ]

ﬂ A*33 B*55 DRB1*04

Rekombinasyon A/B lokuslari arasinda olmustur.

Sekil 23. Rekombinasyon saptanan aile pedigrisi (3) (Pedigrideki sekiller cinsiyete dair bir ayrim

ifade etmemektedir.)

A*11B*27 DRB1*10 A*03 B*35 DRB1*01 c
b [l A*03B*35 DRB1*01 A*03B*18DRB1*14 |l d |

2 )| BE

a a@e B8

[ o | A*11B+35 DRB1%01

Rekombinasyon A/B lokuslari arasinda olmustur.

Sekil 24. Rekombinasyon saptanan aile pedigrisi (4) (Pedigrideki sekiller cinsiyete dair bir ayrim

ifade etmemektedir.)

40



5 TARTISMA

Bu calismada HLA doku tiplemesi yapilmis olan 2341 kisinin doku tipleme
sonuglar1 incelendi ve HLA-A,-B-DRB1 haplotipleri belirlenen toplamda 1365
bireyin bulundugu 391 aile analiz edildi (Tablo 6). Anne ve babanin genotip
bilgisinin bulunup bulmamasina gore 4 gruba ayrilan ailelerin haplotipleri hem
gruplar i¢inde hem de toplamda elde edilen 1272 haplotip bir arada olacak sekilde
ayr1 ayri analiz edildi. Allel tekrarinda kaginmak icin haplotiplerde bulunan alleller
ve bunlara ek olarak haplotipi saptanamayan ve akrabalik iliskisi bulunmayan 261
birey dahil edilerek toplamda her bir lokusta (HLA-A, HLA-B, HLA-DRB1) 1797

allel frekanslariin bulunmasi igin analiz edildi.

Kalitsal denge yasasi veya genetik denge yasasi olarak da bilinen Hardy-
Weinberg dengesinin temeli; mutlak, rastgele eslesen bir grupta gé¢, mutasyon,
secilim ya da genetik siiriiklenmenin olmadig1 durumda grupta genotip frekansi ve
lokustaki gen frekansi Hardy-Weinberg dengesi olarak bilinen genetik denge
durumuna ulasarak nesilden nesile degismeden kalacag: seklindedir. Fakat, bu ideal
popiilasyon kriterlerini olusturan kosullar, pratikte pek miimkiin olmaz. Buna
ragmen, Hardy-Weinberg dengesi gen dagilimi ¢alismalarinda temeldir. Ciinkii biitiin
faktorlerin etkiledigi model olusturmak olas1 degildir ve ¢esitli faktorler birbirlerini
etkileyebilirler (22). Bu galismada 1797 allel verisi esas alinarak Hardy-Weinberg
dengesi hesaplandiginda beklendigi gibi HLA-A (p=0,20377), HLA-B (p=0,11080)
ve HLA-DRB1 (p=0,37615) lokuslarinda dengesizlik saptandi (Tablo 7).

Her gecen giin bilinen HLA allellerinin sayis1 artsa da, tek popiilasyon ele
alindiginda tipleme ¢O6ziiniirligii ve cogunlukla da Ornek sayisinin az olmasi
nedeniyle bu polimorfizmlerin ¢ok kiiciikk bir kismi saptanabilmektedir. Her bir
popiilasyonda ¢ogu lokusta (siif II molekiillerinin a zincirini kodlayan genler harig)
10 ile 30 arasinda farkl allel goriilmektedir. En ¢ok farkli allelin goriildiigii HLA-B
lokusunda ise ortalama 30-32’dir (30). Calismamizda her bir lokusta goriilen farkli
allel sayilart HLA-A lokusunda 18, HLA-B lokusunda 32 ve HLA-DRB1 lokusunda
14 farkli allel belirlendi (Sekil 9).
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HLA bolgesindeki yiiksek seviyedeki cesitlilik sinif I HLA genlerinde ekzon 2
ve ekzon 3’te, sinif Il genlerinde ise ekzon 2’den kaynaklanmaktadir. Bu ekzonlar
protein diizeyinde HLA molekiillerinin peptit baglama bdolgelerinden sorumludur.
HLA allelleri arasindaki DNA dizisi farklihigi yaklasik olarak ortalama 10 ile 25
niikleotiddir. Farklt HLA molekiilleri farkli peptit gruplarina baglandigi i¢in bu genis
kapsamli  fonksiyon geregi olarak HLA allelleri polimorfiktir. Farkli

popiilasyonlardaki HLA dagilimi bu fonksiyonel polimorfizmin sonucu olabilir (30).

Yaptigimiz literatlir taramalarima gore Tiirkiye popiilasyonunda HLA allel
frekanslari ile ilgili yapilmis 5 farkli ¢alisma bulunmaktadir. Arnaiz-Villena ve ark.
(31) 2001 yilinda 228 birey ile yaptigi ¢calismaya gore; A*02, A*24 ve A*03 en sik
goriilen 3 HLA-A, B*51, B*35 ve B*44 en sik goriilen 3 HLA-B alleli, DRB1*11,
DRB1*04 ve DRB1*07 en sik goriilen 3 HLA*DRBI alleli olarak belirlenmistir.
Saruhan-Direskeneli ve ark. (32) caligmasinda ise 250 bireyde en sik 3 HLA-DRB1
alleli DRB1*11:01, DRB1*03:01 ve DRB1*07:01 olarak saptanmistir. Uyar ve ark.
(33) yaptiklar1 ¢alismada 152 bireyin HLA frekanslarini analiz etmisler ve HLA-
A’da A*02, A*24, A*01 ve HLA-B’de B*35, B*51, B*44 en sik alleller olarak tespit
etmislertir. Bagka bir ¢alismada Erikoglu ve ark. (34) 362 bireyi dahil ettikleri
calismalarinda HLA-A lokusunda A*02, A*24 ve A*03, HLA-B lokusunda B*35,
B*51 ve B*44, HLA-DRB1 lokusunda ise DRB1*11, DRB1*04 ve DRB1*13
allellerini en sik alleller olarak saptamiglardir. Diger bir ¢alismada Kayhan ve ark.
(35) 408 diyaliz hastasinda HLA allel frekanslarini analiz ettiklerinde A*02, A*24,
A*11, B*35, B*51, DRB1*11, DRB1*04 ve DRB1*13 allellerini en sik alleller

olarak belirlemislerdir.

Calismamizda HLA-A, HLA-B ve HLA-DRB1 lokuslarindaki allellerin
frekanslart HLA-A lokusunda sirasiyla A*02 (%19,8), A*24 (%15,7), A*03 (%11,2),
A*11 (%10,2) ve A*01 (%10,1) en sik bulunan 5 allel olarak belirlendi (Tablo 8,
Sekil 10). HLA-B lokusundaki en sik alleller B*35 (%18,8), B*51 (%12,4), B*44
(%7,4), B*18 (%6,8) ve B*38 (%4,6) olarak belirlendi (Tablo 9, Sekil 11). HLA-
DRBI lokusunda ise en sik 5 allel DRB1*11 (%21,2), DRB1*04 (%15,7), DRB1*15
(%10,6), DRB1*13 (%9,8) ve DRB1*03 (%7,9) olarak bulundu (Tablo 10, Sekil 12).

Tiirkiye popiilasyonunda yapilan diger ¢aligmalarda bulunan en sik 3 allel ile
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buldugumuz HLA-A ve HLA-B allellerinde uyum goriildii. HLA-DR lokusundaki en
stk 3 allele baktigimizda ise frekans siralamamizda ilk iki olan DRBI1*11 ve
DRB1*04 allelleri diger ¢alismalarla ile uyumluyken, iiclincii allel olan DRB1*15
caligmalarda ilk ii¢ siralamasinda goriilmedi. Fakat sonuglara detayli bakildiginda
DRB1*15 allelinin de diger ¢alismalarda ilk 5 allel i¢inde oldugunu gordiik. Yapilan
caligmalarda frekans bakimindan ikinci veya {liglincli olarak saptanan ve bizim
caligmamizda ilk ii¢ siralamasinda olmayan allellerin ¢aligmamiz iginde frekans
bakimindan ilk yedi igerisinde oldugu saptandi. Bu farkliliklarin popiilasyon
calismalarinda kisitlayici rol oynayan c¢alismanin Ornek sayist ve popiilasyonun

belirlenmesi gibi faktorlerden kaynaklandigini diisindiirmektedir.

HLA bolgesinde rekombinasyon nadir gerceklesir ve boylelikle HLA
haplotipleri meydana gelir. Insan popiilasyonlarinda bulunan HLA haplotiplerinin
frekanslar1 gozlenen allel frekansindan diisiik olur. Bu da biitiin HLA haplotiplerinin
popiilasyonlarda ayni oranda bulunmayacagini gosterir. Gergekten de farkl

haplotipler farkli etnik gruplarda farkli frekanslarda goriilmektedir (27).

Farkli lokuslardaki HLA allelleri arasinda ¢ok giiclii bir baglanti dengesizligi
(LD) veya rasgele olmayan bir iliski mevcuttur. Baska bir deyisle, popiilasyonlarda
gen frekanslari agisindan bazi alleller beklenenden daha sik birlikte bulunurlar (30).
Belirli hastaliklara karst koruyucu etkisi olan HLA molekiilleri haplotip
frekanslarinda 6nemli rol oynar. Bu HLA genlerini tasiyan haplotiplerin endemik
bolgelerde yiliksek frekansta olmasi beklenir (27). Farkli popiilasyonlarda HLA
allellerinin haplotip kombinasyonlarindaki farkliliklar i¢in bir agiklama ise
haplotipler tarafindan kodlanan allelik {irtinlerin farkli patojenlerden kaynaklanan
peptit epitoplarina baglanmada tamamlayici/telafi edici 6zellikleri oldugu seklindedir
(30).

Kayhan ve ark. (35) 2013 yilinda 408 diyaliz hastasi ile yaptiklari ¢aligmada
haplotip frekanslarini, popiilasyon genetigi ¢alismalarinda siklikla kullanilan
Arlequin bilgisayar programi ile hesaplamislar ve 550 farkli HLA-A, -B, -DRB1
haplotipi i¢inde frekanslar1 0,01°den yiiksek olan 4 haplotip saptamiglardir. Bu
haplotiplerden {igii sirasiyla A*02-B*51-DRB1*11, A*11-B*35-DRB1*11 ve A*24-
B*35-DRB1*11 olarak bulunmustur. Calismamizda 1365 bireyde ailesel gegis ile
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hesaplanan HLA-A, -B, -DRBL1 haplotiplerinin frekanslar1 saptandi ve 646 farkli
haplotip bulundu. Bunlar arasinda A*24-B*35-DRB1*11 (%1,7), A*01-B*08-
DRB1*03 (%1,2) ve A*03-B*44-DRB1*04 (%1,1) en sik goriilen 3 HLA-A, -B, -
DRBL1 haplotipi olarak belirlendi (Tablo 11, Sekil 14).

Popiilasyon c¢alismalarinda HLA haplotipleri belirlenirken iki farkli yonteme
basvurulmaktadir. Bunlardan biri ailesel gecisler esas alinarak anne, baba ve
cocuklarin genotipleri incelenerek haplotiplerin belirlenmesi temeline dayanir. Digeri
ise; haplotip frekansi hesaplama algoritmasini esas alarak hazirlanmis olan bilgisayar
programlar1 ve online veritabanlari ile tahminsel hesaplamalardir. Bu programlar ve
online veritabanlarinin hesaplamalarinda o6rneklem farkliligi, eksik datalar ve
tahminsel hatalar nedeniyle frekanslarin gercek degerlerinden sapmalar olmaktadir.
(36). lkeda ve ark. (37) yaptiklar1 ¢alismada hem aile calismasi ile hem de
HAPLO.STATS (version 1.6.0) ile yazilimi ile haplotip frekanslarim
hesaplanmiglardir. Yazilim ile bulunan tahminsel veriler, ailesel olarak bulunan

gercek haplotip sonuclart ile benzer olarak bulunmustur.

Calismada ayrica anne ve baba bilgilerine gore ayirdigimiz ailesel alt gruplarda
Grup 1, Grup 2 + Grup 3, Grup 4 olacak sekilde 3 ayri analiz yapildi. Grup 1’de en
sik haplotip A*03 B*44 DRB1*04 (%2,0) (Tablo 12, Sekil 15), Grup 2 + Grup 3’te
en sik haplotip A*01 B*08 DRB1*03 (%1,6) (Tablo 13, Sekil 16), Grup 4’teki en sik
haplotip A*02 B*51 DRB1*04 (%1,7) (Tablo 14, Sekil 17) olarak saptandi. Yapilan
analizlerin sonucunda bu gruplarda sik goriilen haplotiplerin frekanslar1 degisse de,

toplu analiz sonucunda bulunan en sik haplotiplerle uyumlu oldugu goriildii.

Arnaiz-Villena ve ark. (31) ¢alismasinda HLA-A, -B ve HLA-B,-DRB1
haplotipleri ve bunlarin frekans ve baglant1 dengesizligi analizleri yapilmigtir. A*24-
B*44, A*23-B*49, A*26-B*38 ve B*51-DRB1*11, B*50, DRB1*07, B*49-
DRB1*14 en sik haplotipler olarak bulunmustur. Uyar ve ark. (33) yaptiklar
calismada HLA-A, -B haplotiplerini analiz ettiklerinde A*02-B*35, A*24-B*35,
A*02-B*51 en sik 3 haplotip olarak belirlemislerdir. Kayhan ve ark. (35)
calismalarinda A*01-B*35, A*02-B*07 ve A*02-B*08 haplotiplerini en stk HLA-A,
-B haplotiplei olarak saptamislardir. Bu ¢alismada HLA-A, -B, HLA-B, -DR ve
HLA-A, -DR seklinde ikili haplotiplerin frekanslar1 ve bunlarin baglant1 dengesizligi
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analizleri yapildi. HLA-A, -B haplotipleri arasinda A*11-B*35 (%4,2; D’=0,29),
A*02-B*51 (%3.8; D’=0,14), A*24-B*35 (%3,5; D’=0,04) en sik olarak saptandi
(Tablo 15, Sekil 18). HLA-B, -DR haplotipleri analiz edildiginde en sik olanlar B*35
DRB1*11 (%5,2; D’=0,08974), B*35 DRB1*04 (%3,5; D’=0,04814) ve B*18
DRB1*11 (%3,4; D’=0,40420) olarak bulundu (Tablo 16, Sekil 19). HLA-A, -DR
analizine gore ise; A*24-DRB1*11 (%S5,7, D’=0,18079), A*02-DRB1*04 (%3,7,
D’=0,03838) ve A*02 DRB1*11 (%3,6; D’=-0,15677) frekans1 en yiiksek 3 haplotip
olarak saptandi (Tablo 17, Sekil 20).

Baglant1 dengesizligi analizlerinde en ¢ok kullanilan ortak deger, D’ (relative
linkage disequilibrium) degeridir (23). Bu deger yorumlanirken; D’=1 oldugunda
tam bir baglanti dengesizligi sz konusudur. D’=0 oldugunda ise tam bir denge
durumu mevcuttur. D’<1 olan degerlerin goreli biiytikliigi ile ilgili kesin bir yorum
yapilamaz. Ek olarak kiiciik Olgekli 6rnek sayis1 D’ degerlerini arttirabilir. D’
degerlerinin biiyiikliigli 6rnek sayisina bagli oldugu icin de, 6rnekler arasi kiyaslama
yapmak zordur (24). Frekanslar yiiksek olan haplotiplerin goreli D’ degerlerinin de
beklenildigi gibi yiiksek olmamasinin nedeni; frekans analizi yapilirken gézlemlenen
sayilarin analiz edilirken, baglanti dengesizliginde ‘“godzlemlenen” haplotip
frekanslar1 ile allellerin bireysel frekanslarina bagli olarak hesaplanan “beklenen”

haplotip frekanslar1 kiyaslanarak hesaplanmasidir.

Ikeda ve ark. (37) tarafindan 2015°de 5824 aile ve 18604 birey ile Japon
popiilasyonunda yapilan ¢alismada haplotipler segregasyon analizi ile saptanmuistir.
Haplotiplerin saptanmasi esnasinda karsilagilan rekombinasyon olaylar1 266 ailede
836 cocukta aktarim basina rekombinasyon yiizdesi olarak hesaplandiginda B/DRB1
lokuslar1 arasinda rekombinasyon olay1 %0,54 ve A/DRBI1 arasinda rekombinasyon
olay1 %1,08 olarak hesaplanmistir. Calismamizda 391 ailede 1061 cocukta aktarim
basina rekombinasyon yiizdeleri hesaplandi. Rekombinasyonlar A/B lokuslari
arasinda 3 (%0,57) kez, B/DRBI lokuslar1 arasinda 1 (%0,19) kez ve A/DRB1
lokuslart arasinda ise toplamda 4 (%0,75) kez gortldi (Tablo 18, Sekil 21, 22, 23,
24).

Sonug olarak; Tiirkiye de dahil olmak {izere diinyada ¢ok sayida popiilasyonda

HLA allel ve haplotiplerinin belirlenmesine yonelik bircok calisma yapilmistir. Bu
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calismada da HLA-A, HLA-B, HLA-DRBL1 allelleri ile HLA-A, -B, -DRB1 haplotip
frekanslar1 analiz ediginde allel frekanslar1 Tiirkiye’de yapilan ¢alismalar ile yiiksek
oranda benzerlik gosterdi. HLA-A, -B, -DRB1 haplotip frekanslar1 bakimindan daha
once yapilmis olan tek calisma ile kiyaslandiginda ise farklilik saptandi. Bu da
secilen calisma gruplarinin ve gruplardaki birey sayilarinin farkliliginin bu duruma
neden oldugunu diislindiirdii. Her bir etnik grupta, ulusta ve hatta cografik bolgede
farklilik gosteren HLA allel ve haplotip frekanslarinin bilinmesi giinden giine 6nem
kazanmaktadir. Giiniimlizde hematopoietik kok hiicre nakillerinde hasta ve dondr
arasindaki HLA uyumunun greft versus host hastaligi (GVHD) riskini diislirdiigii
bilinmektedir. Bir popiilasyonun HLA allel ve haplotip frekanslarinin bilinmesi,
hasta bireylerin dondr arama siireglerinde ve ulusal dondr bankalarinin stratejik
planlamasinda 6nemlidir. HLA polimorfizmlerinin analizi ve belirlenmesi en uyumlu
donodriin  bulunmasinda belirlenmesine yardimer olabilir. Buna ek olarak, bir
popiilasyonun HLA polimorfizlerinin belirlenmesi antropolojik ¢alismalarda ve
hastalik iliskileri ile ilgili calismalarda kullanilabilir. izmir Tepecik Egitim ve
Arastirma Hastanesi Doku Tipleme Laboratuvari’nin yaklasik 4 yillik verileri
kullanarak yapilan bu calisma, hem Izmir ilinin Tiirkiye’deki etnik alt gruplar
bakimindan heterojen olmasi, hem bu giine kadar analiz edilen en genis birey
sayisina sahip olmasi ve uluslararast EFI akreditasyonu geregi verilerin giivenirliligi
bakimindan basta ulusal donér bankasi planlamasi olmak {izere bircok alana katki

sunacaktir.
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OZET

Tepecik Egitim ve Arastirma Hastanesi Doku Tipleme Laboratuvari’na
Basvuran Bireylerin Insan Lokosit Antijen (HLA ) Allellerinin ve

Haplotiplerinin Frekanslar:

Bu c¢alismada 2011-2015 yillar1 arasinda Tepecik Egitim ve Arastirma
Hastanesi Doku Tipleme Laboratuvari’na bagvuran bireylerin HLA allel ve haplotip
freksanslarin1 belirlemeyi amagladik. Bu amagcla, 2341 bireyin verisi tarandi. Daha
sonra bu veri igerisinde aileler tanimland1 (391 aile, 1365 birey) ve haplotipler
segregasyon analizi ile saptandi. Haplotiplerdeki HLA allellerine ek olarak, akrabalik
iligkisi bulunmayan 261 bireyin HLA genotipi HLA allel frekanslarinin
belirlenmesinde kullanildi. Bireylerin HLA genotiplendirmeleri SSP (Olerup,
Sweden), SSO (Lifecodes, United States) ve Sanger SBT (GenDX, Holland)
yontemleri ile gergeklestirildi. HLA allel ve haplotip frekanslart SPSS programu ile,
Hardy-Weinberg ve baglanti dengesizligi analizi ise (relative LD, D’) Arlequin
programi ile analiz edildi. HLA-A lokusunda A*02 (%19,8), A*24 (%15,7), A*03
(%11,2), HLA-B lokusunda B*35 (%18,8), B*51 (%12,4), B*44 (%7,4), HLA-
DRB1 lokusunda DRB1*11 (%21,2), DRB1*04 (%15,7) ve DRB1*15 (%10,6) en
sik alleller olarak gozlendi. A*24-B*35-DRB1*11 (%1,7), A*01-B*08-DRB1*03
(%1,2) ve A*03-B*44-DRB1*04 (%1,1) ise en sik haplotipler olarak saptandi.
Aileler li¢ ayr1 grupta analiz edildiler: (i)anne ile babanin ve en az bir ¢ocugun
bulundugu aileler, (ii)) Anne ve babadan yalnizca biri ile en az bir ¢ocugun
bulundugu aileler, (iii) anne ve babanin olmadig: fakat en az iki ¢ocugun bulundugu
aileler. Bu ii¢ grup analiz edildiginde benzer sonuglar bulundu. Ayrica, sonuglarimizi
Tiirkiye’de yapilan diger popiilasyon calismalar ile karsilastirdik ve benzer sonuglar

gozlemledik.

Anahtar sozciikler: HLA, popiilasyon, haplotip, allel frekansi
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ABSTRACT

Allele and Haplotype Frequencies of Human Leukocyte Antigen (HLA) of
Individuals Applied to Tissue Typing Laboratory in Tepecik Education and
Research Hospital

In this study, we aimed to identify HLA allele and haplotype frequencies of
individuals who were tested in Tepecik Education and Research Hospital Tissue
Typing Laboratory between 2011 and 2015. For this purpose, the data of 2,341
individuals were screened. Then the families were defined (391 families, 1365
members) and the haplotypes were determined by segregation. In addition to HLA
alleles in haplotypes, HLA genotypes of 261 individuals were used for calculating of
HLA allele frequencies. HLA genotyping of individuals were performed by using
SSP (Olerup, Sweden), SSO (Lifecodes, United States) and Sanger SBT (GenDX,
Holland) methods. The allele and haplotype frequencies were calculated by using
SPSS, and Hardy-Weinberg Equilibrium and relative LD (D’) were evaluated by
Arlequin. A*02 (19.8%), A*24 (15.7%), A*03 (11.2%) in HLA-A locus, B*35
(18.8%), B*51 (12.4%), B*44 (7.4%) in HLA-B locus and DRB1*11 (21.2%),
DRB1*04 (15.7%) and DRB1*15 (10.6%) in HLA-DRB1 locus were observed as the
most frequent alleles. A*24-B*35-DRB1*11 (1.7%), A*01-B*08-DRB1*03 (1.2%)
and A*03-B*44-DRB1*04 (1.1%) were observed as the most frequent haplotypes.
Families were divided into three groups: (i) families with both parents and one or
more children, (ii) families with one parent and one or more children, and (iii)
families with no parents but having two or more children. When we analyzed the
haplotypes of these three groups, we found similar results. We also compared our
results with other studies that included Turkish populations and obtained similar

results.

Keywords: HLA, population, haplotype, allele frequency
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