TURKIYE CUMHURIYETI
KARADENIZ TEKNIK UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

TIBBI BIYOLOJi ANABILIM DALI

PEMFIGUS VULGARIS HASTALIGINDA
FCGR2B ve HLA-DRB1 GENIi
VARYANTLARININ HASTALIGA ETKIiSININ
ARASTIRILMASI

Burak Kaan KASAP

DOKTORATEZI

Dr. Ogr. Uyesi Bayram TORAMAN

TRABZON-2025


https://www.ktu.edu.tr/kik




BEYAN

Bu tez calismasmin Karadeniz Teknik Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Tez
Hazirlama ve Yazim Kilavuzu standartlarina uygun olarak hazirlanarak yazildigini, tezin
akademik ve etik kurallara bagli kalinarak gerceklestirilmis 6zgilin bir bilimsel arastirma
eserim oldugunu, tezde yer alan ve bu tez ¢alismasiyla elde edilmeyen tiim bilgi ve
yorumlara kaynak gosterdigimi ve kullanilan kaynaklarin kaynaklar listesinde yer aldigini,
tezin ¢alisilmasi ve yazimi asamalarda patent ve telif haklarini ihlal edici bir davranisimin

olmadigini beyan ederim.

Burak Kaan KASAP



Ithaf

Doktora tezimi, baba diye seslenmesini bekledigim canim ogluma, umutlarima ve

hayallerime ithaf ediyorum.



TESEKKUR

Doktora egitimim boyunca bilgi ve deneyimlerini biiylik bir ictenlikle benimle
paylasan, her sorunumda kapisini tereddiitsiiz ¢alabildigim, fikirleriyle utkumu genisleten,
yol gostericiligiyle arastirma siirecime deger katan ve mesleki gelisimime onemli katkilar
sunan kiymetli danismanmim Dr. Ogr. Uyesi Bayram TORAMAN’a en igten tesekkiirlerimi

sunarim.

Tez ¢alismam boyunca bilgi ve deneyimlerini benimle paylasan, destegini her zaman
hissettigim T1bbi Biyoloji Anabilim Dal1 hocalarim Prof. Dr. Ersan KALAY, Prof. Dr. Figen
CELEP EYUBOGLU, Dog. Dr. Tuba DINCER ve Dr. Ogr. Uyesi Gokhan YILDIZ’a
tesekkiir ederim. Ayrica tez izleme komitemde yer alarak katki sunan Deri ve Ziihrevi

Hastaliklar Anabilim Dali’ndan Prof. Dr. Deniz AKSU ARICAya da tesekkiir ederim.

Bu zorlu siiregte, bana her daim inanan ve destek olan aileme, varligiyla giiciimii
artiran, sabriyla yanimda olan sevgili esim Dr. Ogr Uyesi Aysegiil KURT KASAP’a sonsuz

tesekkiir ederim.

Her zaman yardimimi ve dostlugunu esirgemeyen Ars. Gor. Dr. idris ER e ve birlikte

bu siireci paylastigimiz tiim degerli boliim arkadaslarima da tesekkiir ederim.

Ayrica, bu doktora siirecinde bana maddi destek saglayan Yiiksekogretim
Kurulu’nun 100/2000 Doktora Burs Programi’na ve tezimin yiiriitiilmesinde katki sunan
TDI-2022-10157 numarali Disiplinler Arasi Is Birligi Projesi (BAP11) proje araciligiyla
destek veren Karadeniz Teknik Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon

Birimi’ne de tesekkiir ederim.

Burak Kaan KASAP



ICINDEKILER

ONAY

BEYAN

ithaf

TESEKKUR

ICINDEKILER

TABLOLAR DIiZiNi

SEKILLER DiZiNi

RESIMLER DiZiNi

KISALTMALAR, SIMGELER ve FORMULLER DiZiNi
OZET

ABSTRACT

1. GIRIS ve AMAC

2. GENEL BILGILER

2.1. Pemfigus

2.2. Pemfigus Vulgaris

2.2.1. Klinik Ozellikleri ve Tani Kriterleri

2.3. Patogenez

2.3.1. Desmogleinlerin Rolii

2.3.2. Desmoglein Kompanzasyon Teorisi
2.3.3. Otoimmiin Mekanizmalar

2.3.3.1 iImmiin Sistem (Bagisiklik)

2.3.3.2 Otoimmiinite ve Otoimmiin Hastaliklar
2.3.4 Terapotik Yaklasimlar

2.4. Genetik Yatkinlik

2.4.1. Human Leukocyte Antigen (HLA)
2.4.2. HLA-DRBL1 Geni, Yapisi ve immiinolojik Rolii
2.4.3. FCGR2B Geninin Yapist ve Islevi

3. GEREC ve YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Calisma Grubu

Vi

Sayfa

Vi

viii

Xi

Xiv

x
© O O W W W w k<

I N N T e T i o
~N N N © o o1 W N O O



3.1.2. Kimyasallar

3.1.3. Kitler ve Enzimler

3.1.4. Diger Sarf Malzemeler

3.1.5. Cihazlar

3.1.6. Soliisyonlar

3.1.6.1. DNA Izolasyonu Soliisyonlari

3.1.6.2. Agaroz Jel Elektroforezinde Kullanilan Soliisyonlar

3.2. Yontem

3.2.1. Periferik Kandan DNA Izolasyonu

3.2.2. DNA Konsantrasyonlarinin ve Calisma Soliisyonlarinin Ayarlanmasti
3.2.3. DNA Varyasyon Analizi

3.2.3.1. FCGR2B geni i¢in Ekzon 5 PCR primerlerinin tasarimi

3.2.3.2. FCGR2B Geni Uzerinde Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)
3.2.3.3. PCR Uriinlerinin Temizlenmesi

3.2.3.4. Dongiisel Dizileme Reaksiyonu (Cycle Sequencing)

3.2.4. HLA-DRB1 Geninin PCR-SSOP-Luminex Yontemiyle Belirlenmesi
3.2.5. Biyoistatistiksel Analiz

4. BULGULAR

4.1. FCGR2B Geni ¢.671T>C SNP Varyantinin Molekiiler Genotiplendirmesi
4.1.1 c.671T>C Varyant: i¢in Yapilan Allel ve Genotip Test Istatistikleri
4.2. HLA-DRB1 Genotip Dagilimi

4.2.1. HLA-DRB1 Allel Frekanslar1 ve Test Istatistikleri

5. TARTISMA ve SONUC

6. SONUC ve ONERILER

7. KAYNAKLAR

EKLER

Ek 1. Goniillii Olur Formu

Ek 2. Etik Kurul Onay Belgesi

Ek 3. Kontrol ve Hasta Genotipleri Tablosu

OZGECMIS

vii

28
28
28
29
30
30
32
33
33
33
34
34
34
36
36
37
38
39
39
43
44
46
50
56
57
67
68
70
73
76



Tablo No
Tablo 1.
Tablo 2.
Tablo 3.
Tablo 4.
Tablo 5.
Tablo 6.
Tablo 7.
Tablo 8.

Tablo 9.

Tablo 10.

TABLOLAR DiZiNi

PCR ve Sanger dizileme i¢in kullanilan primerler

PV hasta grubunda ¢.671T>C varyant1 i¢in yapilan genotiplendirme
sonugclari

Kontrol grubunda ¢.671T>C varyanti igin yapilan genotiplendirme
sonugclari

PV hastas1 ve kontrollerdeki ¢.671T>C degisiminin allel frekanslari
ve Pearson’s Ki-kare test istatistikleri

PV hastasi ve kontrollerdeki ¢.671T>C degisiminin genotip
frekanslar1 ve Fisher’in kesin test istatistikleri

PV hastalarinda HLA-DRB1 allel tiplendirme sonuglari
Kontrollerde HLA-DRB1 allel tiplendirme sonuglari

PV hastas1 ve kontrollerdeki en sik gozlenen ilk 10 HLA-DRB1
allelleri

HLA-DRBL allelleri ve Pearson’in Ki-kare bagimsizlik test
istatistikleri

Calismada PV hastalarinda ve kontrollerde en sik gozlemlenen

genotipler ve test istatistikleri

viii

41

42

43

43

44

45

46

47

49



Sekil No
Sekil 1.

Sekil 2.

Sekil 3.
Sekil 4.

Sekil 5.

Sekil 6.

Sekil 7.
Sekil 8.

Sekil 9.
Sekil 10.
Sekil 11.

Sekil 12.

Sekil 13.
Sekil 14.

SEKILLER DiZiNi

Desmozomun molekiiler modeli

Desmoglein 3 proteininin AlphaFold modeli ile tahmin edilen tig¢
boyutlu yapisi

Desmoglein kompanzasyon teorisi

Insan kromozom 6’sindaki HLA genlerinin konumu ve yapist ile
insan ozellikleriyle olan iliskileri

Sinif I MHC proteini HLA-DRB1*01:01’in endojen bir peptit ile
kompleks halinde bulunan kristal yapisi

Antikor sinyallemesinin birlesmeli ve allosterik modellerinin
karsilastirmasi

Fcy reseptorlerinin temel iglevleri

FcyR ailesine genel bakis ve insan efektor 10kositler arasinda
ekspresyon Oriintiileri

Immiin komplekslerin diizenleyici islevleri

Insan FCGR2B geni polimorfizmleri

LABType SSO yontemiyle HLA tiplemesinin temel prensibi ve
uygulama adimlari

FCGR2B geni rs1050501 SNP varyant1 i¢in yapilan PCR
iriinlerinin agaroz jel goriintiileri

€.671T>C varyantinin Sanger dizi kromotogram ornekleri
HLA-DRBL1 allel gruplar: arasinda istatistiksel olarak en anlamli

farklilik gosteren 10 allel

Sayfa

10

16

17

20
21

22
24
26

38

39
40

48



Resim No

Resim 1.

Pemfigus vulgaris

RESIMLER DiZiNi



KISALTMALAR, SIMGELER ve FORMULLER DiZiNi

Kisaltmalar

ABD Amerika Birlesik Devletleri

ADCC Antikor bagimli hiicresel sitotoksisite
BCR B hiicre reseptorii

DNA Deoksiribo niikleik asit

dk Dakika

EC Ekstraselliiler kadherin

EF Etiyolojik fraksiyon

ELISA Enzyme linked immunosorbent assay
f Frekans

Fab Fragman antijen baglama

FCGR2B Fc Gamma Receptor 1B

FCGR2C Fc Gamma Receptor 1IC

FcR Fc reseptorleri

FcRn Neonatal Fc reseptorii

FcyR Fc gamma reseptdrleri

FDA Food and drug administration

FDR False discovery rate

gDNA Genomik DNA

GWAS Genome wide association study

IAD IgA dermatozis

19G Immiinoglobulin G

ITAM Immunoreceptor tyrosine based activation motif
ITIM Immunoreceptor tyrosine based inhibitory motif
IVIG Intraven6z immiinoglobulin

Kb Kilobaz

KTU Karadeniz Teknik Universitesi

LYN Lck/Yes related novel

MAF Minor allel frekansi

MHC Major histocompatibility complex
NK Dogal 6ldiiriicii

NLB Nuclei lizis tamponu

Xi



PAMP
PCR
PDB
PGA
PNP
PRR
RA

SAPE
SDS
SLE
SH2
SHIP
SHP-1
SHP-2
SSP
SNP
TAE
TCR
TLR
UCSC

Simgeler

g
L

M
Ng
ng
pL
mL
°C

00

Patojenle iliskili molekiiler patern

Polymerase chain reaction

Protein data bank

Power for genetic association analyses

Paraneoplastik pemfigus

Patojen tanima reseptorleri

Romatoid artrit

Saniye

Streptavidin—R-Phycoerythrin Conjugate

Sodyum dodesil siilfat

Systemic lupus erythematosus

Src homology 2

Src homology 2 domain-containing inositol-5-phosphatase
Src homology region 2 domain containing phosphatase-1
Src homology region 2 domain containing phosphatase-2
Sequence specific primer

Single nucleotide polymorphism

Tris Asetat EDTA

T hiicre reseptorii

Toll benzeri reseptor

University of california, santa cruz genome browser

Gram

Litre

Molar
Nanogram
Mikrogram
Mikrolitre
Mililitre
Santigrad derece

Sonsuz

Xii



Formiiller

CaCl:
C2H402
C2HsOH
C4H11NOs
CsH12CINOs3
CesH1206
C12H20N3Br
EDTA

HCI

H20
KHCO3
NaCl

NaOH
Na2COs

Na2EDTA-2H20O
Na:HPO4-2H.0

Kalsiyum Kloriir
Glasiyel asetik asit

Etil Alkol

Tris baz

Tris HCI

Glukoz

Etidyum bromiir

Etilen diamin tetra asetik asit
Hidroklorik asit

Su

Potasyum Bikarbonat
Sodyum kloriir

Sodyum hidroksit
Sodyum karbonat

EDTA disodyum dihidrat

Di-sodyum hidrojen fosfat

Xiii



OZET

Pemfigus Vulgaris Hastahiginda FCGR2B ve HLA-DRB1 Geni Varyantlarinin

Hastahga Etkisinin Arastirilmasi

Pemfigus vulgaris (PV), intraepidermal desmozomal proteinlerden desmoglein 3 (DSG3)
ve/veya desmoglein 1 (DSG1)’e kars1 gelisen otoantikorlarin neden oldugu, oldukg¢a nadir
goriilen otoimmiin biilloz bir hastaliktir. PV, etiyopatogenezinde genetik ve cevresel
faktorlerin birlikte etkili oldugu kompleks bir hastaliktir. Genetik faktorlerden en iyi
calisilmis ve agik iliski gosterilmis olan genler, HLA sinif II bolgesindeki immiin genlerdir
ve Ozellikle de HLA-DRBL1 geni varyantlarinin en énemli genetik risk faktdrlerinden biri
oldugu yapilan g¢aligmalarda gosterilmistir. Fc gama reseptor IIb, FCGR2B geninden
kodlanan, B hiicre aktivasyonunu negatif yonde diizenleyen immiin reseptorler sinifindaki
bir membran proteinidir. FCGR2B genindeki polimorfizmlerin sistemik lupus eritematozus
(SLE) gibi ¢esitli otoimmiin hastaliklarla iligkili oldugu gosterilmistir. Bu tez ¢alismasinda,
HLA-DRBL allelleri ve FCGR2B geninde yer alan fonksiyonel ¢.671T>C polimorfizminin
PV genetik etiyolojisinde bir etkisinin olup olmadigi arastirilmistir. Calismada 86 PV ve 200
saglikli kontroliin genetik verileri, HLA-DRBL1 allel tiplendirmesi PCR-SSOP-Luminex
yontemiyle, FCGR2B varyant: verileri de long-PCR ve Sanger dizileme yontemiyle analiz
edilerek ¢alisilmistir. Calisma gruplar1 arasinda toplam 33 farkli HLA-DRB1 alleli
tanimlanmig, HLA-DRB1*04:02 (adj_p = 6.71x102%; OR = 12.95; %95 CI: 7.40-24.57) ve
HLA-DRB1*14:01 (adj_p = 1.23x10°%; OR = 4.55; %95 CI: 2.35-8.74) allellerinin PV i¢in
oldukca yliksek diizeyde risk faktorleri oldugu goriilmiistiir. Ayrica, HLA-DRB1*11:01
(adj_p = 0.001; OR = 0.03; %95 CI: 0-0.31) ve HLA-DRB1*16:01 (adj_p = 0.037; OR =
0.33; %95 CI: 0.10-0.75) allellerinin de PV i¢in koruyucu alleller oldugu anlasilmistir.
Genotip diizeyinde, HLA-DRB1*04:02/14:01 genotipinin (Mevcut literatiirde ilk kez bu
calismada degerlendirildi) oldukg¢a yiiksek bir risk oraniyla PV’nin genetik yatkinliginda
onemli bir rol oynadig1 goriilmistiir (adj_p = 2.20 x 10°; OR = 114.97; %95 CI: 6.86-
1925.82). FCGR2B genine ait ¢.671T>C varyant1 ile yapilan analizlerde gruplar arasinda
anlamli bir fark saptanamamistir. PV riskini artiran HLA-DRB1*04:02/14:01 allellerini
tastyan siif II reseptdrlerinin daha ileri diizeyde ¢aligilmasi, altta yatan asil mekanizmanin

anlasilmasina katki saglayacagini diisiinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Aday gen iliskilendirme ¢alismasi, Fc gamma rll, Hla-drb1, Pemfigus

vulgaris

Xiv



ABSTRACT

Investigation of the Effects of FCGR2B and HLA-DRB1 Gene Variants on Pemphigus

Vulgaris

Pemphigus vulgaris (PV) is a rare autoimmune blistering disorder caused by autoantibodies
targeting intraepidermal desmosomal proteins desmoglein 3 (DSG3) and/or desmoglein 1
(DSG1). Its etiopathogenesis is complex, involving both genetic and environmental factors.
Among genetic factors, immune-related genes within the HLA class Il region particularly
HLA-DRBL1 variants have been identified as major genetic risk contributors in several
studies. Additionally, FCGR2B, which encodes the inhibitory Fc gamma receptor Ilb, plays
a key role in downregulating B-cell activity, and its polymorphisms have been associated
with autoimmune diseases such as systemic lupus erythematosus (SLE). This study aimed
to investigate the potential influence of HLA-DRBL1 alleles and the functional ¢.671T>C
polymorphism in the FCGR2B gene on PV susceptibility. Genotyping was performed in 86
PV patients and 200 healthy controls using PCR-SSOP-Luminex for HLA-DRB1 typing and
long-PCR-based Sanger sequencing for FCGR2B analysis. A total of 33 distinct HLA-DRB1
alleles were identified. HLA-DRB1*04:02 (adj p = 6.71x107%; OR = 12.95; 95% CI: 7.40-
24.57) and HLA-DRB1*14:01 (adj_p = 1.23x10°5; OR = 4.55; 95% CI: 2.35-8.74) were
strongly associated with increased PV risk. Conversely, HLA-DRB1*11:01 (adj_p = 0.001;
OR =0.03; 95% CI: 0.00-0.31) and HLA-DRB1*16:01 (adj_p = 0.037; OR = 0.33; 95% ClI:
0.10-0.75) showed a protective association. Notably, the combined presence of HLA-
DRB1*04:02/14:01 (evaluated here for the first time) conferred a markedly elevated genetic
risk (adj_p=2.20x10"°; OR =114.97; 95% CI: 6.86-1925.82). No significant difference was
observed between groups regarding the FCGR2B ¢.671T>C variant. We believe that further
study of class Il receptors carrying HLA-DRB1*04:02/14:01 alleles, which increase PV risk,

will contribute to understanding the underlying mechanism.

Keywords: Candidate gene association study, Fc gamma rll, Hla-drb1, Pemphigus vulgaris
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1. GIRIS ve AMAC

Pemfigus vulgaris (PV), baslica desmoglein 3 (DSG3) ve/veya desmoglein 1 (DSG1)
adli hiicre-hiicre adezyonundan sorumlu desmozomal proteinlere karsi gelisen
immiinoglobulin G (IgG) smifi otoantikorlar nedeniyle ortaya ¢ikan, mukozal ve
mukokiitanéz bolgelerde biillerle seyreden, potansiyel olarak yasami tehdit eden bir
otoimmiin biilloz hastaliktir. Bu otoantikorlar, keratinositler arasindaki desmozomal
baglantilar1 hedef alarak adezyon kaybina yol acar ve bu durum histopatolojik olarak
akantolizis (hiicreler arasi ayrisma) ile karakterizedir. PV nin etiyopatogenezinde ¢evresel,
immiinolojik ve genetik faktorlerin etkili oldugu disiiniilmektedir. Ancak giincel
arastirmalar, Ozellikle genetik faktorlerin, hastaligin olusum siirecinde ve bagisiklik
sisteminin otoantijenlere karsi duyarsizligimi kaybetmesinde temel belirleyicilerden

oldugunu gostermektedir.

Genetik yatkinlik acisindan en gii¢lii kanitlar, HLA sinif II molekiilleri, 6zellikle de
HLA-DRBL1 lokusu iizerine yogunlasmistir. HLA-DR molekiilleri, antijen sunan hiicrelerin
isledigi peptitleri MHC (Major Histocompatibility Complex) siif II yoluyla CD4* T
hiicrelerine sunar ve bu siire¢, adaptif bagisiklik yanitinin baslatilmasinda kritik bir rol
oynar. HLA-DRB1 allellerinin peptit baglayici olugundaki polimorfizmler, hangi
otoantijenik epitoplarin sunulacagini belirler ve boylece otoimmiiniteye egilimi etkileyebilir.
PV hastalarinda HLA-DRB1*04:02 ve HLA-DRB1*14:01 gibi belirli allellerin artmis
frekansta saptanmasi, bu allellerin peptit baglayici oluklarinda yer alan 6zgiil amino asit
dizilimlerinin, DSG3 tiirevli peptitlere karsi yiiksek baglanma afinitesi saglamasiyla
aciklanmaktadir. Bu durum, ilgili HLA molekiillerinin otoimmiin yanitin baslatilmasinda

etkili olabilecegini diisiindiirmektedir.

PV’nin immiinopatogenezinde, genetik faktorlerin yani sira immiinolojik faktorler
de belirleyici rol oynamaktadir. Ozellikle B hiicresi aracili otoimmiin mekanizmalarin &n
planda oldugu PV’de, yalnizca antijen sunumu degil, ayn1 zamanda B hiicresi aktivasyonu,
otoantikor iiretiminin regiilasyonu hastaligin gelisiminde kritik 6neme sahiptir. Bu noktada,
Fc gamma reseptorleri (FcyR) ve 6zellikle FeyRIIb molekiilii dikkat ¢ekmektedir. FcyRIIb,
B hiicrelerinde eksprese edilen tek inhibitér Fcy reseptoriidiir ve B hiicre reseptorii (BCR)
ile birlikte ko-lokalize oldugunda, ITIM (immunoreceptor tyrosine based inhibitory motif)
motifleri araciligiyla hiicre i¢i negatif sinyaller ileterek B hiicre aktivasyonunu baskilar. Bu

reseptOr, immiin toleransin siirdiiriilmesi ve otoimmiin yanitlarin sinirlandirilmasi agisindan



kritik bir rol oynamaktadir. FCGR2B (Fc Gamma Receptor 1IB) geninde yer alan bazi
polimorfizmler, reseptoriin membran lokalizasyonunu veya sinyal iletim etkinligini

degistirerek, otoimmiiniteye yatkinlik yaratabilmektedir.

Bu ¢alismada HLA-DRBL1 allelleri ve FCGR2B genindeki belirli bir tek niikleotid
varyasyonunun (c.671T>C) PV hastaliginin genetik etiyolojisinde bir etkisinin olup
olmadigi; kompleks hastaliklarda genetik etiyolojinin etkilerini aydinlatmada en temel
yontemlerden biri olan, aday genler ve bu genler lizerinde yer alan fonksiyonel tek niikleotid
polimorfizmlerinin (SNP) hastalikla iliskisi {izerine kurgulanan, genetik iliski ¢aligsmasi

yontemi kullanilarak belirlenmesi amaglanmustir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Pemfigus

Pemfigus, mukoz membranlarda ve deride sivi dolu lezyonlar ve erozyonlarla
karakterize, keratinositler arasindaki adezyonu saglayan desmozomal proteinlere karsi
gelisen otoantikorlar nedeniyle epidermisin yapisal Dbiitiinliigiiniin  bozuldugu ve
akantolizisin gézlendigi, hayati tehdit edebilen bir otoimmiin biilloz hastaliktir (1). Yunanca
“kabarcik” anlamina gelen pemphix kelimesinden tiiretilmis olan pemfigus, tarihte ilk kez
1788 yilinda dilinde su toplamalar1 bulunan bir hastay1r gozlemleyen Stephen Dickson
tarafindan tanimlanmistir (2). Pemfigus hastaliklari, genel olarak klasik ve klasik olmayan
pemfigus gruplart olarak ikiye ayrilir. Klasik pemfigus grubunda pemfigus vulgaris,
pemfigus foliaceus (3), pemfigus vegetans ve pemfigus erythematosus olmak tizere dort
baslica tip bulunurken, klasik olmayan pemfigus grubunda ise pemfigus herpetiformis, ilag
kaynakli pemfigus, paraneoplastik pemfigus (PNP), atipik PNP, anti-plakin dermatozis, anti-
desmocollin dermatozis, interseliiler [gG/IgA dermatozu, interseliiler [gA dermatozu ve IgM

pemfigusu gibi nispeten nadir goriilen ¢esitli formlar yer alir (4).
2.2. Pemfigus Vulgaris

Pemfigus vulgaris, pemfigus hastaliklari grubunun en sik rastlanan tiirii olup adini
Latince vulgus (“yaygin”) kelimesinden alir. Pemfigus grubunda en iyi karakterize edilen ve
en sik goriileni PV’dir (4). PV hastaliginda belirli bir yas sinir1 bulunmamakla birlikte, en
stk 45-65 yas arasindaki bireylerde, cinsiyet farki gdzetmeksizin gézlemlenmektedir. PV,
tiim diinya popiilasyonlarinda gozlense de siklig1 cografi bolgelere ve etnik gruplara gore
heterojen bir dagilim gostermektedir. PV insidansi1 Avrupa’da milyonda 0.5-8 arasi, Asya’da
milyonda 1.6-16.1 aras1 ve Amerika kitasinda milyonda 4.2 olarak bildirilmistir (5). PV,
tilkemizde en sik goriilen otoimmiin biilléz hastaliktir. 2017 y1linda yayinlanan ¢ok merkezli
bir ¢alismada, Tirkiye’deki PV hastalarinin 1 yillik insidanst milyonda 4.7 olarak
bildirilmistir (6).

2.2.1. Klinik Ozellikleri ve Tam Kriterleri

PV, klinik olarak mukozal-dominant ve mukokiitan6z olmak iizere iki alt tipe ayrilir.
Mukozal-dominant tipte, mukozal lezyonlar belirgindir ancak deri tutulumu minimal

diizeydedir. Mukokiitan6z tipte ise mukozal lezyonlara ek olarak yaygin deri biilleri ve



erozyonlar1 da goriiliir. Bu alt tipler, hastaligin klinik seyri, tan1 siireci ve tedaviye yanit

acisindan 6nemli farkliliklar gostermektedir (Resim 1) (7-9).

PV tanist; Klinik bulgular, histopatolojik inceleme, lezyon g¢evresindeki deri veya
mukoza biyopsisinin direkt immiinofloresan incelemesi ve epitel hiicre yiizeyine karsi
otoantikorlarin (DSG1- DSG3), indirekt immiinofloresan ve/veya ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) ile serolojik tespiti olmak {izere dort kritere dayanir (10). Tam
amaciyla, oncelikle lezyondan alinan biyopsi 6rneginin histopatolojik incelemesi yapilarak
epidermal ayrisma ve akantoliz gibi karakteristik bulgular degerlendirilir. Ilaveten, lezyonun
hemen c¢evresinden (perilezyonel alan) alinan biyopsi ile gergeklestirilen dogrudan
immiinofloresan inceleme, epidermis boyunca interseliller alanda IgG birikiminin
gosterilmesine olanak saglar. Bunlara ek olarak, serolojik testler ile dolasimdaki

otoantikorlarin varlig1 ve diizeyi belirlenerek taniya katki saglanmaktadir.

Resim 1. Pemfigus vulgaris. Yiiz ve tist gogiis bolgesinin seboreik alanlarinda (a), gévdede
(b) ve omuzlarda (c) genis, kismen birlesmis erozyonlar. Damakta (d) ve iist
cenede (e) keskin sinirli erozyonlar ile alt dudagin mukozal yiizeyinde gevsek bir
biil (f) izlenmektedir (Pollmann’dan 121).



2.3. Patogenez

PV’nin, patogenezi tam olarak aydinlatilamamis ve gelisiminde otoimmiin
mekanizmalar, genetik yatkinlik ve ¢evresel faktorlerin birlikte rol oynadigi kompleks bir
hastalik olarak degerlendirilmektedir. Otoimmiin mekanizmalarda merkezi rol oynayan
unsur, keratinositlerin hiicre yiizeyinde bulunan proteinlere karsi gelisen IgG sinifi
otoantikorlardir. Ozellikle, en az yaygin olan IgG4 alt sinifi, fragman antijen baglama (Fab)-
kol degisimi slirecinden gegme konusundaki benzersizligi nedeniyle IgG alt siniflar arasinda
one ¢ikmaktadir (11). 1964 yilinda Beutner ve Jordon tarafindan gergeklestirilen ¢alismalar,
PV patogenezinin aydinlatilmasina yonelik ilk bilimsel katk1 olarak kabul edilmektedir. S6z
konusu ¢aligmada, PV hastalarinin Malpighian epitelinde yer alan hiicreler arasi antijenlere
kars1 otoantikorlar tirettigi tespit edilmistir (12). 1970’lerin sonu ile 1980’lerin baginda, insan
derisi lizerinde gergeklestirilen in vitro caligsmalar ve PV hastalarindan izole edilen I1gG
fraksiyonlarinin fare modellerine pasif transferi, otoreaktif IgG antikorlarinin akantoliz ve
biil olusumunu indiikledigini ortaya koymustur (13-15). Takip eden 10 yilda, pemfigusun
hedef antijenlerinin  desmogleinler oldugu ve immiinokimyasal yoOntemlerle
karakterizasyonu  gergeklestirilmistir  (16-18). Bu  otoantikorlarin,  epidermal
keratinositlerdeki desmozomal adezyon proteinleri olan desmoglein 3 (DSG3) ve/veya

desmoglein 1 (DSG1)’e kars1 olustugu gosterilmistir (19).
2.3.1 Desmogleinlerin Rolii

Kadherinler, hiicre-hiicre adezyonunu saglayarak doku biitiinliigiiniin korunmasinda
gorev alan, kalsiyum bagimli yiizey proteinleridir. Kadherin terimi, “kalsiyum bagimli
yapisma proteini” ifadesinden tiiretilmistir. Bu protein ailesi, 6zellikle homofilik hiicre
etkilesimleri olmak tizere, embriyonik gelisim, doku onarimi1 ve kanser metastaz1 gibi ¢esitli
biyolojik siire¢lerde temel roller iistlenir. Kadherinler, yapisal ve islevsel 6zelliklerine gore
iki ana gruba ayrilir: klasik kadherinler ve desmozomal kadherinler. Klasik kadherinler
(6rnegin E-, N- ve P- kadherin), aktin mikrofilamentlerine baglanarak hiicrelerarasi yapisma
bolgelerinde, yani adherens junction (adherens baglantisi) ad1 verilen yapilarda fonksiyon
yaparlar. Desmozomal kadherinler ise desmoglein ve desmokollin proteinlerinden olusur,
desmozom adi verilen 6zellesmis yapilarda yer alir ve ara filamentlere baglanarak hiicreler

arasinda mekanik stabilitenin saglanmasina katkida bulunurlar (20, 21).

Desmozomlar, bir hiicrenin keratin iskeletini, komsu hiicrenin keratin iskeletiyle

baglayarak dokularin mekanik biitiinliigiinii koruyan hiicreleraras1 baglanti yapilaridir.
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Desmozomlarin yapisi, transmembran proteinler olan desmogleinler, bu proteinlere
baglanan plakin proteinleri (6rn. plakoglobin ve desmoplakin) ve bu kompleksin bagl
oldugu keratin filamentlerinden olusur. Desmogleinler, hiicreler aras1 adezyonu saglarken,
desmokollinler, desmozomun diger temel bilesenini olusturur (Sekil 1). Bu yapilar birlikte
calisarak hiicrelerin birbirine sikica tutunmasini ve doku stabilitesinin siirdiiriilmesini saglar

(22, 23).

Sitoplazma  Ekstraseliiler alan

I

desmokolin desmoplaktin

desmoglein

\

plakofilin

plakoglobin

A ara filament
ic yogun dis yogun
plak plak

Sekil 1. Desmozomun molekiiler modeli. Desmozomal kadherinler olan desmoglein ve
desmocollin, amino-terminal ekstraseliiler (EC) 1 domain araciligiryla homofilik
ve heterofilik baglanmalar gerceklestirir. Bu baglanmalar, ayni hiicre zarindaki
partner molekiillerle (cis) ve komsu hiicredeki molekiillerle (trans) gergeklesir.
Sitoplazmik domainler biiyiik oranda dis yogun plak i¢ine gomiiliidiir ve burada
plakoglobin ve plakofilin ile iliskilidir. i¢ yogun plak bélgesinde ise, desmoplakin
bu adaptor proteinleri ara filament iskeletine baglar (Waschke’den 20).

Insanlarda desmoglein ailesine ait dért gen/protein ve bunlara ait ¢ok¢a izoform
tanimlanmistir. Bu genler, ekspresyon paternleri ve islevsel Ozellikleri bakimindan
degiskenlik gosterir. Bu genler arasinda yer alan DSG1 geni dncelikli olarak epidermisin
ylizeyel tabakalarinda eksprese edilir ve epidermal farklilasma ile bariyer fonksiyonunun

korunmasinda kritik rol oynar. DSG2 (desmoglein 2) geni, miyokard dahil olmak iizere tiim



desmozom iceren dokularda eksprese edilen tek desmogleindir ve genis doku dagilimi ile
dikkat ¢eker. DSG3 geni, alt epidermal katmanlar ile mukozal epitelyumda yogun olarak
bulunur ve bu bolgelerdeki hiicreleraras1 adezyonunun saglanmasinda islev goriir. DSG4
(desmoglein 4) geni ise esas olarak sa¢ folikiillerinde eksprese edilir ve sa¢ gelisimi ile

iliskili hiicresel biitiinligiin saglanmasinda 6énemli bir rol istlenir (24, 25).

Desmogleinlerin disfonksiyonu veya otoimmiin hedef alinmasi, ¢esitli dermatolojik
hastaliklarla iliskilidir. PV ve pemfigus foliaceus (26) hastaliklarinda, sirasiyla DSG3 ve
DSG1 e kars1 gelisen otoantikorlar epidermal akantolize ve biil olusumuna neden olmaktadir
(27). DSG1, yaklasik 160 kDa molekiiler agirliga sahipken (28), DSG3’lin molekiiler agirligi
yaklagik 130 kDa’dir (19). Her iki izoform da klasik kadherin ailesine ait transmembran
glikoproteinler olup, hiicre dis1 (ekstraselliiler) bolgelerinde birden fazla kalsiyum baglayici
domain igerir. Bu domainler, ekstraselliiler kadherin (extracellular cadherin-EC) domainleri
olarak adlandirilir ve kalsiyum iyonlarmin varliginda kadherin molekiillerinin

stabilizasyonunu saglayarak hiicreler aras1 adezyonun siirekliligini temin eder (Sekil 2) (29).



Sekil 2. Desmoglein 3 proteininin AlphaFold modeli ile tahmin edilen {i¢ boyutlu yapisi.
Sekil, AlphaFold veritabani kullanilarak olusturulan AF-P32926-F1 modeli temel
alinarak hazirlandi. EC1 (yesil), EC2 (mor), EC3 (lacivert), EC4 (turuncu), EC5
(turkuaz) (30).

Desmogleinlerin hiicre dis1 bolgesi tipik olarak bes adet ardisik EC domaininden
(EC1-EC5) olusur. Bunlardan EC1 domaini, kadherin molekiilleri arasinda homofilik
etkilesimlerin baslatilmasindan sorumlu en distaki bolgedir. PV hastalarinin serumlarinda
bulunan otoantikorlarin, EC1 bolgesine baglandigi gosterilmistir (31). EC2-EC5 domainleri
ise bu yapisal biitiinliigii destekler ve adezyonun mekanik dayanikliligia katkida bulunur
(Sekil 2). EC domainlerinin arasinda yer alan kalsiyum baglama bolgeleri, desmoglein

molekiiliiniin rijiditesini artirarak, yapinin bozulmadan islevini siirdiirebilmesini saglar (32).

Otoantikorlarin hedefledigi desmoglein tipi, PV lezyonlarmin lokasyonunu

belirlediginden klinik agidan biiyiikk énem tasir (33). DSG1, deri epidermisinin yiizeysel



katmanlarinda yogun sekilde bulunurken, DSG3 mukozal ylizeyler gibi keratinize olmayan

epitelyumlarda daha baskindir (34)
2.3.2 Desmoglein Kompanzasyon Teorisi

Biil olusumunun lokasyonu ve mukozal yiizeylerin tutulumu, pemfigusun alt tipine
bagl olarak degisir ve bu durum “desmoglein kompanzasyon teorisi” ile agiklanabilir. Bu
teori, kutandz ylizeylerde DSG1’in epidermisin tiim tabakalarinda agirlikli olarak eksprese
edildigini, DSG3’iin ise esas olarak daha derin katmanlarda eksprese edildigini belirtir.
Mukoza zarlarinda DSG3 baskin olarak eksprese edilirken, DSG1’in ekspresyonu oldukga
siirlidir (35).

Desmoglein kompanzasyon teorisini 6zetlemek gerekirse, mukozal PV’de sorumlu
antijen, DSG3’tiir. Deride, DSG3 disfonksiyonu DSG1 tarafindan telafi edildigi i¢in biil
olusumu gozlenmez. Buna karsilik, mukozal bolgelerde DSG3 disfonksiyonunu telafi etmek
icin yetersiz olan diisik DSG1 konsantrasyonu, kutandéz tutulum olmaksizin mukozal
lezyonlarin baskinligina yol acar. Mukokutanéz PV’de hem anti-DSG1 hem de anti-DSG3
antikorlar1 bulunur (Sekil 3). Bu yiizden hem ciltte hem de mukoza zarlarinda yaygin biil

olusumu gozlenir (36, 37).
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Sekil 3. Desmoglein kompanzasyon teorisi (Koga’dan 37).

2.3.3 Otoimmiin Mekanizmalar
2.3.3.1 Immiin Sistem (Bagisiklik)

Bagigiklik sistemi, iki temel kategoriye ayrilir: Dogal (innate) immiin sistem ve
kazanilmig (adaptif) immiin sistem. Kazanilmis bagisiklik sistemi ile karsilastirildiginda
dogal bagisiklik sistemi, bir patojen ya da tehlike sinyaliyle karsilastiginda ¢ok daha hizli ve
0zgll olmayan (nonspesifik) bir sekilde tepki verirken, kazanilmis bagisiklik tanidigi
patojenlere 6zgiil yanit verdiginden daha yavas isler ve tanima siireci sonrasi bir hafiza

mekanizmasi gelistirir (38).

Dogal Bagisikhik

Dogal bagisiklik sistemi esas olarak viicudu enfeksiyonlara karsi ilk savunan
sistemdir. Bu sistem, patojenlerin viicuda girigini engelleyen fiziksel ve kimyasal bariyerler
ile farkli savunma hiicre tiirlerinin istilac1 patojenleri tanimasina ve antimikrobiyal bagisiklik

yanitlarini1 harekete gecirmesine dayanir. Dogal bagisiklik sisteminin temel komponentleri
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arasinda, oncelikle epitelyal bariyerler yer alir. Deri, solunum ve gastrointestinal sistem gibi
mukozal yiizeyler, siki hiicre baglantilar1 (tight junctions) ve mukus iiretimi sayesinde
patojenlerin fiziksel girisini engeller. Bu anatomik bariyerlere ek olarak, epitel hiicreleri ve
fagositik hiicreler tarafindan salgilanan lizozim gibi antimikrobiyal enzimler de savunmada
gorev alir. Ayrica, bu hiicreler tarafindan firetilen defensinler ve katelisidin gibi
antimikrobiyal peptitler, mikroorganizmalarin hiicre zarlarin1 hedef alarak dogrudan
mikrobisidal etki gosterir (39). Bu humoral savunma mekanizmalarinin yani sira, dogal
bagisiklik sistemi enfeksiyonlara karsi hiicresel diizeyde de aktif bir yanit olusturur. Dogal
bagisikligin hiicresel komponentlerini notrofiller, monositler, makrofajlar, mast hiicreleri ve
dogal oldiiriicii (NK) hiicreler olusturur. Noétrofiller, enfeksiyon bolgesine hizla gog ederek
fagositoz yoluyla patojenleri elimine ederken, monositler dokulara gegerek makrofajlara
farklilasir ve fagositik kapasite kazanir. NK hiicreleri enfekte veya neoplastik hiicreleri lizis
yoluyla ortadan kaldirirken, mast hiicreleri inflamatuar yanitin baslatilmasinda rol oynar.
Bununla birlikte, dogal bagisiklik sistemi ¢esitli plazma proteinlerini de igerir. Kompleman
sistemi, patojenleri dogrudan lizis yoluyla ortadan kaldirma veya fagositoz i¢in isaretleme
(opsonizasyon) islevi goriirken, akut faz proteinleri (6rnegin C reaktif protein, serum amiloid

A, lektinler ve ficolinler) inflamatuar siireglerin diizenlenmesine katki saglar (40).

Mikroorganizmalarin taninmasi, 6zgiil olmayan ancak evrimsel olarak korunmus
patojen (patern) tanima reseptdrleri (PRR) araciligiyla gerceklesir. Ozellikle Toll benzeri
reseptorler (TLR), patojenle iliskili molekiiler paternleri (PAMP) taniyarak sinyal iletim
yollarimni aktive eder ve bagisiklik yanitlarini baslatir. Bu siiregte sitokinler ve kemokinler
gibi inflamatuar mediatorlerin salinimi hem dogal bagisikligin etkinligini artirir hem de

edinilmis bagisiklik yanitinin sekillenmesini saglar (41).

Sonug olarak, dogal bagisiklik sistemi, fiziksel ve kimyasal bariyerler, fagositik ve
sitotoksik hiicreler, plazma proteinleri, antimikrobiyal molekiiller ve reseptorler araciligiyla
hizli ve etkili bir koruma saglar. Bu sistem, patojenlere karsi ilk savunmay1 olusturarak
organizmanin bagisiklik dengesini ve hayatta kalimimi siirdiirmesinde hayati rol

oynamaktadir (42).

Kazanilmis (Adaptif) Bagisikhik

Adaptif bagisiklik tepkisi uyandirabilen herhangi bir maddeye antijen (antikor
cevabini uyaran) denir. Adaptif bagisiklik sistemi, belirli antijenleri tanimaya ve onlara yanit

vermeye yonelik 6zellesmis reseptorler araciligiyla spesifik yanit veren hiicreler ve efektor
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mekanizmalarin biitiiniinden olusur. Bu sistemin temel ayirt edici 6zellikleri arasinda antijen
ozgilliigli, immiinolojik hafiza olusturabilme ve tekrarlayan karsilasmalarda daha giiclii
yanit verebilme yetisi yer alir. Bu 6zellikler, dogal bagisiklik sisteminin hizli fakat 6zgiil
olmayan yanitlariyla farklilik olusturur (43). Adaptif bagisiklik, yalnizca patojenlere karsi
degil, ayn1 zamanda malign hiicrelere kars1 da konak savunmasinda kritik bir rol istlenir.
Bununla birlikte, bu gii¢lii yanit mekanizmasinin regiilasyonundaki bozukluklar, otoimmiin
hastaliklar ve kronik inflamasyon gibi patofizyolojik durumlarin temelini olusturabilir.
Adaptif bagisiklik yanitlari, lenfositler olarak adlandirilan beyaz kan hiicreleri tarafindan
gerceklestirilir.  Adaptif bagisiklik sistemi tarafindan gelistirilen yanitlar, islevsel
ozelliklerine gore, antikor aracili (humoral) yanitlar ve hiicre aracili (hiicresel) bagisiklik

yanitlar olmak iizere iki ana gruba ayrilir.

Humoral bagisiklik yaniti, antijenle karsilasan B lenfositlerinin aktivasyonu ve
bunlarin plazma hiicrelerine farklilagmasiyla baglar. Olusan plazma hiicreleri, 6zgiil
antijenlere yiiksek afiniteyle baglanabilen immiinoglobulin (antikor) molekiillerini sentezler.
Antikorlar, enfeksiyonla miicadelede ¢esitli etkili mekanizmalarla gorev alirlar. Adaptif
bagisiklik sisteminin ikinci temel yanit tiirli olan hiicresel bagisiklik yaniti ise T lenfositleri
araciligiyla gerceklestirilir. T hiicreleri, enfekte ya da malign hiicrelerin yiizeyinde MHC
molekiilleri araciligtyla sunulan yabanci antijenleri taniyarak aktive olur. Aktive olmus T
hiicreleri ya dogrudan hedef hiicreleri oldiirerek ya da sitokin gibi sinyal molekiilleri
salgilayarak makrofajlar1 aktive etmek suretiyle mikroorganizmalarin yok edilmesini
saglarlar. Bu mekanizmalar sayesinde adaptif bagisiklik sistemi hem etkili bir patojen

eliminasyonu hem de uzun siireli koruyucu immiin yanit saglar (44).
2.3.3.2 Otoimmiinite ve Otoimmiin Hastalhiklar

Otoimmiinite, immiinolojik bir fenomen olarak, organizmanin kendi antijenlerine
kars1 gelistirdigi adaptif bagisiklik yanitlarini ifade eder. Genetik yatkinlik ve cevresel
tetikleyicilerin bir kombinasyonu tarafindan baglatilan bu durum, tek basina hastalik
anlamina gelmez. Otoimmiin yanitin doku hasariyla sonu¢lanmasi, patolojik siireclerin
baslamasi ve klinik semptomlarin ortaya ¢ikmasi durumunda, tablo artik otoimmiin hastalik
olarak tanimlanir (45, 46). Otoimmiin hastaliklar, tek bir nedenden kaynaklanmamakta,
molekiiler ve hiicresel diizeydeki yolaklar ve olaylarla tetiklenmektedir. Ayrica, belirli bir
otoimmiin hastalik baslangigta tek bir tetikleyiciyle ortaya ¢cikmis olsa bile, slire¢ zamanla

baska olaylarin ve diizenleyici mekanizmalarin da devreye girmesiyle daha karmasik bir hale
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gelir (47). Otoimmiin hastaliklar klinik olarak organ spesifik ve sistemik olmak iizere iki
gruba ayrilir: Organ spesifik otoimmiin hastaliklarda bagisiklik yaniti, yalnizea belirli bir
dokuya veya organa yoneliktir, 6rnegin Tip 1 diyabette otoantikorlar pankreastaki
hiicrelerini hedef alir. Buna karsin sistemik otoimmiin hastaliklarda, otoimmiin yanit birden
fazla doku veya organ sistemine yayilir, sistemik lupus eritematozus (48) ve romatoid artrit
(RA) bu gruba 6rnek verilebilir (49).

Otoimmiin hastaliklarin gelisiminde antijen sunumu, T ve B hiicrelerinin aktivasyonu,
sitokin iiretimi ve immiin regiilasyonun bozulmasi gibi pek ¢ok immiinolojik mekanizma rol
oynamaktadir (50). Timus ve kemik iligi gibi birincil lenfoid organlarda gelisen T ve B
lenfositler, kendi antijenlerine yiiksek afinite gosterdiklerinde elimine edilerek merkezi
tolerans saglanir, ancak bu siire¢ yetersiz oldugunda otoreaktif lenfositler periferik dolagima
gecebilir. Bu otoreaktivite, lenfositlerde antijen tanima g¢esitliligini saglamak amaciyla
gerceklesen V(D)J rekombinasyonu ve B hiicreleri i¢in ek olarak periferde meydana gelen
somatik hipermutasyon siire¢lerinin dogal bir yan {rlinii olarak ortaya c¢ikabilir (51).
Periferik tolerans mekanizmalari, merkezi toleranstan kacan otorecaktif lenfositlerin
bagisiklik sistemini hedef almasini1 engelleyen ikinci bir savunma hatti olarak gorev yapar.
Bu mekanizmalar arasinda klonal anergi, klonal silinme, T regiilator hiicre aracili supresyon
ve immunolojik ignorans (dikkate almama) gibi siirecler yer alir (51). Ancak bu periferik
kontrol noktalarinin da bozulmasi, kendi antijenlerine kars siirdiiriilebilir immiin yanitlarin

gelismesine ve dolayisiyla otoimmiin hastaliklarin ortaya ¢ikmasina zemin hazirlar.

Bu immiin yanitin 6nemli bir bileseni de hem hedef dokuya zarar veren hem de immiin
sistemi diizenleyen IgG antikorlaridir. IgG antikorlari, patojenlere karsi gelisen immiin
yanitta hem primer effektor fonksiyonlar1 (ndtralizasyon, opsonizasyon, kompleman
aktivasyonu) hem de mediyator benzeri regiilatif rolleri (immiin modiilasyon, feedback
inhibisyon) tistlenerek ¢ift yonlii (dual) bir immiinolojik etki gdsteren temel molekiillerdir.
Milyonlarca yillik evrim, IgG’nin bu fonksiyonel dualitesini, konak savunmasinda

maksimum koruma saglayacak sekilde optimize etmistir (52).
2.3.4 Terapotik Yaklasimlar

Pemfigus tedavisinde uygulanan yaklagimlar, genellikle serum otoantikor
diizeylerini azaltarak klinik semptomlarin hafifletilmesini hedeflemektedir. Bu hedefe ya
dogrudan otoantikorlar1 ortadan kaldirarak ya da immiin sistemi genel olarak baskilayarak

ulagilmaktadir (53). Tedavide ilk basamak olarak rituksimab (54, 55) tek basina ya da diisiik
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doz prednizon (56) ile kombine edilebilir (10). Kortikosteroid kullanimini en aza indirmek
amaciyla tedaviye azatiyoprin (57, 58), mikofenolat mofetil (59, 60) veya mikofelonat
sodyum (61) eklenir. Siklofosfamid (62, 63) ise ciddi ve direngli vakalarda tercih edilir. Bu
ilaglar T ve B hiicre proliferasyonunu baskilayarak otoimmiin cevabi zayiflatirlar (64, 65).
Son yillarda, 6zellikle hastaligin direncli veya siddetli formlarinda, hedefe yonelik biyolojik
ajanlar On plana ¢ikmustir. Rituksimab, CD20" B hiicrelerini hedef alan anti-CD20
monoklonal bir antikordur. Rituksimabin pemfigus tedavisinde birinci basamak tedavi
olarak kullanimini degerlendiren ¢ok merkezli, prospektif ve randomize bir klinik ¢alisma
(66) sonucunda rituksimab, 2018 yilinda ABD (Amerika Birlesik Devletleri) Gida ve Ilag
Dairesi (FDA: Food and Drug Administration) tarafindan “cigir acan tedavi” (Breakthrough

Therapy) olarak tanimlanmastir.

Otoimmiin hastaliklarin patogenezinde rol oynayan immiin regiilasyon bozukluklari,
son yillarda terapotik hedeflerin belirlenmesinde dnemli bir odak noktasi haline gelmistir.
Bu dogrultuda, IgG antikorlarinin yarilanma émriinii ve dolasimdaki diizeylerini diizenleyen
neonatal Fc reseptorii (FcRn) hedef alan biyolojik ajanlar gelistirilmektedir. Bu ajanlardan
biri olan efgartigimod, genetik miihendislik ile tasarlanmis bir Fc parcasidir. FcRn
inhibisyonu yoluyla, patojenik otoantikorlar da dahil olmak iizere dolasimdaki IgG
seviyelerini azaltir ve boylece PV gibi otoantikor aracili hastaliklarin tedavisinde umut
vadetmektedir. Efgartigimod, PV tedavisine yonelik klinik gelistirme silirecinde faz 3
asamasina ulasmistir (67). Ayrica intravenéz immiinoglobulin (IVIG), dolagimdaki
patojenik IgG antikorlarin1 nétralize etme ve FcRn araciligiyla bu antikorlarin yikimini
artirma yoluyla terapdtik etki gosterir, bu mekanizma 06zellikle otoimmiin hastalik
modellerinde yapilan deneysel fare calismalarinda gosterilmistir (68). Cok direngli
vakalarda plazmaferez (69, 70) veya immiinadsorpsiyon (71) yontemleri ile dolasimdaki
otoantikorlar fiziksel olarak temizlenebilir ancak bu etki genellikle gecicidir ve yeniden
antikor Uretimi goriilebilmektedir. Tiim bu tedaviler uygulanirken hastanin cilt biitiinligi
korunmasina, sekonder enfeksiyonlarin Onlenmesine dikkat edilmelidir. Lezyonun
yayginligi, komorbiditeler ve ilaglara erisim durumu gibi faktorler g6z Oniinde

bulundurularak hastaya 6zgii tedavi belirlenmelidir.
2.4. Genetik Yatkinhk
Genetik agidan degerlendirildiginde, PV nin poligenik (multifaktoryel) bir yapiya

sahip oldugu, hastaligin ortaya ¢ikisinda bircok gen lokusu ve c¢evresel faktorlerin birlikte
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rol oynadigi diisiiniilmektedir (72). Bu lokuslar arasinda, 6zellikle major histokompatibilite
kompleksi (73) smif II genlerinde yer alan polimorfizmler, PV ile en gii¢li iliskilendirilen
genetik etkenler arasinda yer almaktadir (74-76).

2.4.1. Human Leukocyte Antigen (HLA)

Insanda MHC, insan 16kosit antijenleri (Human Leukocyte Antigen, HLA) olarak
adlandirilir ve kromozom 6’nin kisa kolundaki 6p21.3 gen bolgesinde yer alir (73). MHC
genlerini iceren HLA bdlgesi, genomun en polimorfik kismidir. Bu genler, kalitim yoniinden
klasik Mendelyen kalitim modeliyle uyumludur ve hem maternal hem de paternal allellerin
birlikte ve esit diizeyde ifade edilmesiyle karakterize edilen kodominant ekspresyon gosterir
(77). HLA sistemi, yapisal ve fonksiyonel olarak 3 sinifa ayrilmaktadir (Sekil 4). MHC sinif
I molekiilleri (HLA-A, -B, -C), hemen hemen tiim ¢ekirdekli hiicrelerde eksprese edilir ve
endojen (hiicre ici kaynakli) antijenleri CD8" sitotoksik T lenfositlerine sunarak sitozolik
patojenlere kars1 hiicresel immiin yanitin olusmasini saglar. MHC sinif I molekiilleri (HLA-
DR, -DQ, -DP) ise yalnizca dendritik hiicreler, makrofajlar, aktive olmus T hiicreleri ve B
lenfositler gibi profesyonel antijen sunucu hiicrelerde ifade edilir, bu molekiiller, ekzojen
(hiicre dis1 kaynakli) antijenleri CD4* yardimc1 T hiicrelerine sunarak adaptif bagisiklik
yanitinin baslatilmasinda ve yonlendirilmesinde temel rol oynar. MHC smif III bolgesi ise
dogrudan antijen sunumuna katilmamakla birlikte, kompleman sistemi proteinleri, bazi
inflamatuvar sitokinler ve l6kositlerin olgunlasmasinda gorev alan cesitli immiin regiilator

molekiilleri kodlayarak bagisiklik yanitini destekleyici islev goriir (78, 79).

MHC sinif T molekiilleri, biri MHC sinif 1 bolgesinde kodlanan a-zinciri, digeri
kodladig1 gen kromozom 15°te yer alan [,-mikroglobulin olmak iizere iki polipeptit
zincirinden olusur. Bu molekiillerin antijen baglayici olugu her iki ucta kapalidir ve bu
durum, baglanabilecek peptitlerin uzunlugunu genellikle 8-10 amino asitle sinirlar. Buna
karsin, MHC sinif II molekiilleri, her ikisi de MHC bolgesinden kodlanan bir a-zinciri ve bir
de B-zincirinden olugur. Smif I molekiillerinin antijen baglayici olugu uglart agik bir yapiya
sahiptir ve bu sayede daha uzun ve degisken boyutlardaki (genellikle 13-25 amino asit)
peptitlerin baglanmasina olanak tanir (Sekil 5) (80).
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Sekil 4. insan kromozom 6’daki HLA genlerinin konumu, yapis1 ve insandaki kalitimsal
ozelliklerle olan iliskileri. a) Insan MHC lokusunun sematik gdsterimi, bolgenin
tic ana sinifin1 ve bunlar i¢indeki genleri vurgulamaktadir. Klasik simif I HLA
genleri sari, klasik sinif II HLA genleri mavi, klasik olmayan HLA genleri mor ve
HLA genleri disindaki genler kirmizi ile gosterilmistir. b) Antijenik peptitin, MHC
siuf II molekiilii araciligrtyla T hiicre reseptorii (TCR) ile etkilesime girerek T
hiicresine sunulmasi. Sagda, antijenik bir peptite bagli HLA-DRa ve DRB1’den
olusan MHC sinif II kompleksinin protein yapisi gosterilmektedir (PDB (Protein
data bank) numarasi: 3L6F). ¢) UK Biobank ve FinnGen’deki 198 hastalik ve
biyobelirteg arasinda p <5 x 108 olan 2 Mb genomik pencere igindeki herhangi bir
varyantla iligkili 6zelliklerin GWAS (genom capinda iliskilendirme ¢alismalari)
ile bulunan sayisi. MHC bolgesi kirmizi pik ile vurgulanmistir. (Sakaue’den 81).

2.4.2. HLA-DRB1 Geni, Yapis1 ve Immiinolojik Rolii

MHC bolgesi, genomun diger bolgeleriyle karsilastirildiginda, basta otoimmiin ve
enfeksiyoz hastaliklar olmak iizere bir¢ok hastalikla en giiclii genetik iliskiyi gosteren bolge
olarak 6ne ¢ikmaktadir. Bu bolge icerisinde yer alan MHC sinif I genlerinden HLA-DRB1,
ylksek derecede polimorfizme sahiptir ve farkli allellerinin ¢esitli otoimmiin hastaliklarla
giiclii genetik iliskiler gosterdigi bilinmektedir (82, 83). Ornegin, HLA-DRB1*04 RA ile
giiclii bir iligki gosterirken (84), HLA-DRB1*03:01 alleli sistemik lupus eritamatozis (85) ve
HLA-DRB1*15:01 alleli de multipl skleroz (MS) (86) gibi baska otoimmiin hastaliklarla

iliskilendirilmistir.
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HLA-DR a zincir

Sekil 5. Siif I MHC proteini HLA-DRB1*01:01’in endojen bir peptit ile kompleks halinde
bulunan kristal yapisi. a zinciri (mavi) ve B zinciri (yesil), baglanma olugu seklinde
konumlanarak antijenik peptiti (kahverengi) stabilize eder. Peptit baglanma bolgesi,
T hiicresi tanimasinda ve HLA-peptit 6zgiilliiglinde kritik rol oynar. Gorsellestirme
1AQD PDB ID’li kristal yap1 temel alinarak BIOVIA Discovery Studio Visualizer
(87) yaziliminin iicretsiz versiyonu kullanilarak olusturuldu.

HLA-DRB1 geninin otoimmiin hastaliklarla iligkili bu polimorfik yapisinin, PV gibi
otoimmiin deri hastaliklarinda da 6nemli rol oynadig: bildirilmektedir. Bu dogrultuda, HLA
polimorfizmlerine yonelik yapilan bir meta-analiz, HLA-DRB1*04, HLA-DRB1*08 ve HLA-
DRB1*14 allellerinin PV ile anlamli diizeyde iligkili oldugunu ve bu allellerin hastaliga
genetik duyarliligi artirdigim1 ortaya koymustur (88). Loiseau ve arkadaslari tarafindan
Fransa’da 37 PV, 20 PF hastas1 ve 106 saglikli kontrol birey lizerinde gergeklestirilen
caliymada, HLA-DRB1*0402, HLA-DRB1*1401/1404, HLA-DQB1*0302 ve HLA-
DQB1*0503 allellerinin PV gelisimiyle anlamli diizeyde iliskili oldugu gosterilmis, bu
allellerin PV’ye karsi genetik yatkinlik olusturdugu sonucuna varilmistir (75). Yan ve
arkadaglar1 tarafindan 18 ¢alismanin dahil edildigi kapsamli bir meta-analizde, PV
hastalarinda HLA-DRB1*04, HLA-DRB1*08 ve HLA-DRB1*14 allellerinin saglikli
kontrollere kiyasla anlamli derecede daha sik goriildiigii ve PV’ye kars1 genetik yatkinlik
olusturdugunu desteklemektedir (88). Vodo ve arkadaslarinin gergeklestirdigi kapsamli bir
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derleme calismasinda, Ispanya, Fransa, Italya, Slovakya, Kuzey Amerika ve Brezilya gibi
farkli cografi bolgelerde yapilan arastirmalar incelenmis ve bu caligmalarda HLA-
DQB1*0503 ile HLA-DRB1*0402 allellerinin, PV ile en sik iliskilendirilen HLA sinif II
allelleri oldugu belirtilmistir (89).

Ulkemizde Tunca ve arkadaslar tarafindan yapilmus bir calismada, 25 PV hastast ile
113 saglikli transplant donoriiniin HLA siif II genotipleri karsilagtirilmis ve HLA-DRB1*04
ve HLA-DRB1*14 allellerinin PV hastalarinda saglikli kontrollere kiyasla anlamli sekilde
daha yiiksek frekansa sahip oldugu gosterilmistir. Ayrica, HLA-DRB1*04/DQB1*03 ve
HLA-DRB1*14/DQB1*05 haplotiplerinin de hastalarda kontrollere gére anlamli 6l¢iide daha
stk oldugu saptanmistir (90). Ko¢ ve arkadaslari tarafindan Giiney Tiirkiye’de
gerceklestirilen calismada, HLA smif I allellerinden HLA-A*11 ve HLA-CW*01, HLA sinif
Il allellerinden ise HLA-DRB1*14, HLA-DQB1*05 ve HLA-DPB1*0401’in PV hastalarinda
saglikli kontrollere kiyasla anlamli derecede daha sik goriildiigli bildirilmistir. Caligmada
ayrica, HLA-DRB1*14/DQB1*05 ve HLA-A*11/DQB1*05 allel kombinasyonunun hastalik
icin predispozan (hastalik riskini artirici) etkide bulundugu, buna karsihik HLA-
B*50/DQB1*02 allel kombinasyonunun ise koruyucu etkiye sahip olabilecegi
vurgulanmistir (91). Ulkemizin dogu bélgelerinde Dere ve arkadaslari tarafindan yapilan
calismada, 30 PV hastasi ile 30 saglikli kontrol karsilagtirilmistir. Calismada, HLA sinif [
allellerinden HLA-A*03’in ve HLA simf II allellerinden HLA-DRB1*04 ile HLA-
DRB1*14’{in hasta grubunda kontrol grubuna kiyasla anlamli diizeyde daha sik goriildiigii
bildirilmistir (92). Universitemizin Tip fakiiltesinden Altun ve arkadaslar1 tarafindan yapilan
vaka kontrol caligmasinda 49 PV hastas1i ve 50 saglikli kontrolde HLA simf |
molekiillerinden HLA-E genotipleri incelenmistir. Calismada, HLA-E*0101/0103X
genotipinin erkek PV hastalarinda, saglikli erkek kontrollere kiyasla daha sik goriildiigi,
buna kargin, HLA-E*0103X/0103X genotipinin PV hastalarinda kontrollere gére daha diisiik
siklikta bulundugu bildirilmistir. Ayrica, HLA-E*0101/0103 genotipinin mukokutandz tip
PV hastalarinda, HLA-E*0101/0101 genotipinin ise mukozal PV hastalarinda, diger PV alt

tiplerine gore daha yiiksek oranda bulundugu saptanmistir (93).

Cesitli caligmalar, PV hastalar1 ve saglikli bireylerde DSG3 peptitlerine kars1 gelisen
T hiicre yanitlarinin, PV gelisiminden bagimsiz olarak farklt HLA smif II allellerinin bu
peptitleri sunabilmesine bagli oldugunu giiglii bigimde ortaya koymaktadir (94). HLA-
DRB1*04:02 alleli gibi belirli HLA sinif Il molekiillerinin PV ye yatkinlik olugturmasindaki
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temel mekanizmalardan biri, bu allellerin DSG3 epitoplarin1 yiiksek afiniteli sekilde
sunabilmesidir. DSG3’ten tiiretilen peptitlerin, HLA-DRB1*04:02 alleli tastyan reseptoriin
peptit baglayici oluguna yiiksek afiniteyle baglanmasi, DSG3’e 6zgii CD4" T hiicrelerinin
aktivasyonunu kolaylastirarak, B hiicrelerini anti-DSG3 otoantikorlar1 {iretmesi yoniinde
uyardig1 ve PV riskini oldukga arttirdig1 diisiiniillmektedir (95). Ayrica, T hiicre reseptorii
(TCR) araciligiyla endojen peptitlerin ayirt edilememesi ve merkezi toleransin bozulmasi da
HLA-DRB1*04:02’nin PV ile iliskisini acgiklayan giiclii bir mekanizma olarak One
¢ikmaktadir (26). Bir diger goriis, Timus’ta ger¢eklesen negatif seleksiyon siirecinde HLA-
DRB1*04:02 alleli tasiyan reseptoriin, DSG3 gibi otoantijenlere ait peptitleri yeterli
afinitede sunamadiginda, Timus’ta gerceklesen negatif seleksiyon siirecinin yetersiz
kalabildigi, DSG3’e 6zgii otoreaktif CD4" T hiicrelerinin seleksiyondan kagarak periferik
dolagima ge¢ip, periferdeki bu otoreaktif T hiicrelerinin aktivasyonuna ve nihayet B
hiicrelerini anti-DSG3 otoantikorlari tiretmeleri yoniinde uyararak PV patogenezine katkida
bulunabilecegi seklindedir (96).

HLA-DRB1*04:02 alleli tasiyan reseptoriin, DSG3 peptitleri ile yapisal uyumlu
baglanma ceplerine sahip olmasi, peptit sunumundaki segiciligi agiklayan onemli bir
faktordiir. Ozellikle peptit baglanma bolgesindeki P4 cebinin yiikii, MHC ile baglantili PV
duyarliliginin kritik bir belirleyicisi gibi goriinmektedir. Bu baglanma farkliligi, MHC
molekiillerinin 71. pozisyonundaki amino asit farkindan kaynaklanir. DRB1*04:04
molekiilii bu pozisyonda pozitif yiiklii bir Arjinin kalintis1 tasidigindan negatif yiikli
peptitlerle elektrostatik etkilesimi kolaylastirir. Buna karsilik, DRB1*04:02 molekiiliinde bu
pozisyonda negatif yiiklii bir Glutamik asit bulunur ve bu yapi, pozitif yiikli peptitlere
baglanmayi tercih eder (26).

2.4.3. FCGR2B Geninin Yapisi ve Islevi

Bagisiklik sistemi hiicreleri, antijenleri tanimak ve yanit olusturmak i¢in gesitli
reseptorlerden yararlanir. Bu reseptorler arasinda B hiicresi reseptorleri (BCR), TCR ve Fc
reseptorleri (FcR) yer alir. BCR ve TCR dogrudan antijenlerin 6zgiil epitoplarini tanirken,
Fc reseptorleri antijenleri degil, baglanmig antikorlarin Fc boélgesini taniyarak immiin

komplekslere yanit verilmesini saglar (Sekil 6) (97).
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Sekil 6. Antikor sinyallemesinin birlesmeli ve allosterik modellerinin karsilastirmasi. (a)
Antikor molekiiliiniin sadelestirilmis bir semasi, H (agir) ve L (hafif) zincirleri
birlikte V (degisken) ve C (sabit) bdlgeleri gosterilerek sunulmustur.
Immiinoglobulinler, iki antijen baglayici Fab parcasma ve bir Fc pargasina
ayrilabilir. Her Fab, tek bir antijen epitopu ile etkilesen bir baglanma bolgesi igerir.
(b) Antikor sinyallemesinin birlesmeli modeli, en az iki epitopa sahip multivalent
(¢oklu) antijenleri gerektirir. Antijen-bagli immiinoglobulinlerin yakinligi, antikor
Fc bolgeleri ile hiicresel Fc reseptorleri (FcR) arasinda bir¢ok diisiik afinite
etkilesimin olusmasina neden olur, bu da nihayetinde FcR aktivasyonuna ve
sinyallemeye yol agar. (c) Allosterik model, monovalent antijenlere baglanmis
antikorlar tarafindan FcR aktivasyonunu agiklayabilir. Bu modelde, antijenin V
bolgesine baglanmasi, Fc bolgesine kadar yayilan konformasyonel degisikliklere
neden olur ve bu da antikorun Fc reseptoriine olan baglanma yetenegini artirir.
Birlesmeli ve allosterik antikor sinyalleme modellerinin birbirini diglamamaktadir
(Bowen’den 98).

Antikorlar, antijenlere baglanmalarinin ardindan Fc bolgeleri araciligiyla Fc
reseptOrlerine sinyal iletimini baglatir. Fc reseptorleri, bu etkilesim sonucunda cesitli
hiicresel yanitlarin baslatilmasini saglar, bu yanitlar arasinda fagositoz, sitokin salinimu,
ADCC (antikor-bagimli hiicresel sitotoksisite) ve inflamatuvar yanitlar bulunur. Bu siirecte
rol alan molekiiller mekanizmalarin cesitliligi, farklt model Onerilerini beraberinde
getirmistir. Son yillarda, antikor aracili sinyal iletim mekanizmasini agiklamak amaciyla,
biri birlesmeli (associative), digeri ise allosterik olmak tizere iki temel model O6ne
stirilmiistiir (Sekil 6). Birlesmeli model, antikorlarin ¢oklu (multivalent) antijenlere
baglanmas1 sonucu Fc reseptorlerinin kiimelenerek immiin sinyali baslattigin1 6ne siirerken;
allosterik model, antikorun yapisal degisiklikler aracilifiyla reseptor aktivasyonunu
tetikledigini savunur. Her iki model de Fc reseptorlerinin antikor aracili sinyal iletimindeki

roliinii farkl1 mekanizmalar iizerinden agiklamaya ¢alismakta olup, bu durum immiin yanitin
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karmasik yapist ve dinamikligini yansitmaktadir (98). Fc reseptorleri, baglandiklar

antikorun izotipine (1gG, IgA, IgE vb.) gore siniflandirilir ve isimlendirilirler. Fec reseptorleri

arasinda 6zellikle immiin yanitin diizenlenmesinde kritik rol oynayan Fc gama reseptorleri

(FcyR), IgG antikorlarinin Fc bolgesini taniyarak efektor hiicrelerin aktivasyonunu ya da

inhibisyonunu saglar (99) (Sekil 7).

a Hiicresel sinyal iletiminin
aktivasyon ve inhibisyonu

Antikor, Antijen
S 4

FeyRIB

b Antijen sunumuyla iliskili immiin kompleks
islenmesi ve MHC kompleksi ile sunulmasi

21 IFCHY P
Sﬁn’;\hﬂ D—ITIM

Aktivasyon Inhibisyon

MHC Siif I/IT
l—n» tarafindan antijen
sunumu

Degradasyon

Sekil 7. Fcy reseptorlerinin temel islevleri. a) Hiicresel sinyal iletiminin pozitif ve negatif

diizenlenmesi. Fc reseptorleri, bagisiklik sisteminin gesitli hiicrelerinde eksprese
edilir ve antijen-antikor kompleksleriyle etkilesim sonrasinda immiin yanitlarin
diizenlenmesinde merkezi bir rol iistlenir. FcR’lerinin, yaygin y zinciri (FcRy)
araciligiyla baslattigi aktivasyon kaskadi, fagositoz, antikora bagli hiicresel
sitotoksisite, siiperoksit lretimi, sitokinlerin ve pro-inflamatuar mediatdrlerin
{iretimi ile salinimina yol agan hiicresel aktivasyonla sonuglanir. Ote yandan,
FcyRIIb reseptorii ITIM (immunoreceptor tyrosine based inhibitory motif) igerir
ve ITAM (immunoreceptor tyrosine-based activation motif) aracili aktivasyon
kaskadini inhibe ederek hiicresel aktivasyonu simirlar. b) Immiin komplekslerin
temizlenmesi ve MHC smif I ve smf II kisith antijen sunumu. FcR araciligiyla
gerceklesen fagositoz veya endositoz sonrasinda, immiin kompleksler hiicre icinde
etkin bir sekilde parcalanir. Bunu, antijenlerin MHC sinif I ve sinif II molekiilleri
araciligryla sunulmasi siireci takip eder (Takai’den 100).

FcyR ailesi, bagisiklik yaniti iizerindeki etkilerine gore aktivator ve inhibitor

reseptorler olmak iizere iki ana gruba ayrilir. Insanlarda, aktive edici Fcy reseptdrleri

arasinda FcyRI, FcyRlIla, FeyRIlc ve FeyRIlla yer alir. Bu reseptorler, ITAM igerir (69). Bu
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motifler, FcyRIla ve FcyRIlc reseptorlerinde dogrudan ligand baglayici a-zincirde, FeyRI ve
FcyRIIla reseptorlerinde ise onlara baglanan y-zincirinde bulunur. ITAM motifleri, bu
reseptorlerin hiicre yiizeyinde dogru sekilde ifade edilmesi, membrana yerlesimi ve sinyal
iletimi i¢in gereklidir (Sekil 7). FcyRIIb, insanlardaki tek inhibitor Fcy reseptorii olup,
sitoplazmik bolgesinde bulunan ITIM yoluyla sinyal iletimini saglar. Fcy reseptorleri, hiicre
i¢ci domainlerinde ITAM (69) veya ITIM bulunmasina bagl olarak aktive veya inhibe edici
olarak simiflandirilir. Cogu efektdr 16kosit, aktive edici ve inhibe edici FcyR
kombinasyonlarini birlikte eksprese eder ve bu reseptorlerin zit sinyal iletim aktiviteleri, IgG
aracili inflamasyonun sonucunu belirler. FcyR’ler, ¢esitli 10kosit alt gruplar1 arasinda bol
miktarda eksprese edilse de inflamatuvar sinyaller ve hiicre farklilasma durumu, bu
reseptorlerin ekspresyonunu modiile ederek, efektor 16kositlerin IgG aracili sinyallemeye

yanitint degistirir.

Aktive edici veya baskilayict Fcy reseptorlerinden farkli olarak FcyRIIIb,
glikozilfosfatidilinositol (GPI) ¢apali bir protein olarak hiicre yiizeyine tutunur ve bu nedenle
dogrudan sinyal iletimi yapma yeteneginden yoksundur. FcyRIIIb, aktive edici reseptorler

ozellikle FeyRlIla ile etkileserek sinyalleri iletme kapasitesine sahiptir (Sekil 8).

g ITAM

g™ FcyRlla  FeyRIlb  FeyRlic FcyRllla FcyRlIlb
Notrofiller # + + = - +
Eozinofiller # + + = ~ #
Monositler + + + - +/— =
Makrofajlar +/— + + = +/— —
Dentritik hiicreler —I# + + - —I# =
Dogal dlduriicti hiicreler — - - ) + -
B hicreleri = - + = - -
T hicreleri = - = - = -
Plateletler = + - = - =
Bazofiller # + + - ~ +/—

Sekil 8. FcyR ailesine genel bakis ve insan efektor 10kositler arasinda ekspresyon oriintiileri.
+: siirekli ekspresyon, —: ekspresyon yok, #: indiiklenebilir ekspresyon, *:
ekspresyon FCGR2C allelik durumuna baglidir (Bournazos’dan 101).
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Aktivasyon sinyalleri, ¢cogu aktiflestirici Fcy reseptoriiniin sitoplazmik bdlgesinde
dogrudan bulunan ya da iligkili adaptor proteinler araciligiyla tasinan ITAM motifleri
tizerinden iletilir. Bu motifler, reseptoriin IgG ile capraz baglanmasinin ardindan
fosforilasyon yoluyla aktive olur ve Syk gibi tirozin kinazlarin baglanmasina olanak tanir.
Boylece fagositoz, sitokin salimimi ve ADCC gibi proinflamatuvar hiicresel yanitlar
tetiklenir (102). Buna karsilik, insanlarda tanimlanmis tek inhibitér Fcy reseptorii olan
FcyRIIb, sitoplazmik kuyrugunda bulunan ITIM araciligiyla negatif diizenleyici sinyaller
iletir. Reseptor, IgG iceren immiin komplekslerle ¢apraz baglandiktan sonra ITIM
motifindeki tirozin kalintilar1 fosforillenir ve bu fosforilasyon, SH2 domain igeren tirozin
fosfatazlardan SHP-1 ve SHP-2’nin baglanmasini saglar. Bu fosfatazlar, aktivator
reseptorler lizerinden iletilen ITAM aracili sinyalleri baskilayarak hiicre i¢i yanitlar1 inhibe
eder. B hiicre yanitlarinin bu sekilde diizenlenmesi, antikor iiretimi ve inflamatuvar
stireglerin asir1 aktivasyonunu engeller, boylece bagisiklik sisteminde denge (homeostaz) ve

toleransin siirekliligi saglanir (Sekil 9) (103).

Immiin komplekslerin dendritik hiicrelerdeki FcR’lere baglanmasi, fagositoz ve
antijenik peptitlerin MHC smf I ve simif II molekiillerinde sunulmasiyla sonuglanir. Bu
peptit-MHC komplekslerini taniyan antijen-spesifik CD8" sitotoksik T hiicreleri, CD4"
yardimct T hiicreleri veya diizenleyici T hiicreleri (Treg hiicreleri) aktive olur ve viriisle
enfekte olmus hiicrelerin dldiiriilmesi, bagisiklik tepkilerinin modiilasyonu veya antijen-
spesifik B hiicreleri i¢in T hiicresi yardimi1 saglanmasi gibi ¢esitli efektor islevlerine aracilik
eder. B hiicreleri, IgG’ye 6zgii tek inhibitoér Fc reseptorii olan diisiik afiniteli FcyRIIB’yi
ifade eder ve bu reseptor, BCR sinyallemesinin negatif diizenlenmesini saglar. Plazma
hiicrelerinde, antijen-spesifik antikorlarin iiretildigi plazma hiicrelerinde, BCR ekspresyonu
cok diisiik seviyededir ya da hi¢ yoktur. Bu nedenle, yalnizca inhibitor sinyal iletim yollar

aktive olur.
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Sekil 9. immiin komplekslerin diizenleyici islevleri. Bagisiklik kompleksleri, bazofiller,
mast hiicreleri, notrofiller, monositler ve makrofajlar gibi dogustan gelen bagisiklik
efektor hiicreleri tarafindan ifade edilen aktive edici FcR ve inhibitér FcR’lere
baglanir ve burada belirtilen efektor tepkilerini tetiklerler. (Nimmerjahn’dan 99).

FCGR2B geni, bagisiklik sistemine ait B lenfositleri, dendritik hiicreler, makrofajlar
ve plazma hiicreleri gibi gesitli hiicre tiplerinde eksprese edilen inhibitor bir IgG reseptorii
olan Fc gama reseptor IIb’yi (FcyRIIb) kodlamaktadir. FcyRIIb, immiin yanitin
diizenlenmesinde ve 6zellikle otoimmiin reaksiyonlarin baskilanmasinda kritik rol oynayan

tek inhibitor Fe reseptoriidiir (99, 104).

Insan FCGR2B geninde 7 non-sinonim (amino asit degisimine yol acan) SNP
tanimlanmustir (105, 106), ancak bunlardan yalnizca biri anlamli siklikta goriilmektedir. Bu
non-sinonim degisim, ekzon 5’teki T>C doniistimii (c.671T>C) olup, FcyRIIb proteininin
transmembran bolgesinde, 232. pozisyondaki izoldsin (I) amino asidinin yerini Treonin (T)
almasina neden olur ve FcyRIIb"2*? olarak adlandiriimaktadir. FeyRIIb™?%2 varyantini tagtyan

proteinin bu bdlgesi, hiicre zarinda sinyal iletimi agisindan kritik 6neme sahip olan lipid raft
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(lipid sallar1) bolgelerine yerlesemez. Bu durum, LYN (Lck/Yes related Novel) tirozin kinaz
tarafindan gerceklestirilen fosforilasyonun azalmasina, hiicre i¢i sinyal iletiminde rol
oynayan fosfoinositidleri modifiye ederek PI3K/Akt yolunu baskilayan SHIP (Src
Homology 2 domain-containing Inositol-5-Phosphatase) proteinine anormal baglanmaya
(107) ve sonug olarak, makrofaj ve B hiicresi yanitlarinda FcyRIIb araciligiyla saglanan

b3 varyantinin homozigot goriilme

inhibisyonun zayiflamasina yol agar (108). FcyRI
siklig1, etnik gruplar arasinda degiskenlik gostermektedir: Kafkasyali bireylerde %l,
Afrikalilarda %8-11 (109) ve Giineydogu Asyalilarda %5-7 arasinda bildirilmektedir (Sekil
10) (110). Kafkas popiilasyonlarinda nadirdir (%1 homozigotluk), ancak sitmanin endemik
oldugu Afrika ve Gilineydogu Asya gibi bolgelerde daha yaygindir (%5-11 homozigotluk).
Bu durum, FcyRIIb fonksiyonundaki azalmanin sitma hastaligina karsi bir hayatta kalim
avantaj1 saglamis olabilecegini diisiindiirmektedir. FcyRIIb-T232 varyantinin, monosit ve
makrofajlarda inhibe edici sinyal iletimini azaltarak sitma enfeksiyonuna kars1 daha giiclii
bir inflamatuvar yaniti tesvik ettigi ve boylece parazitin kontroliinii kolaylastirdig
diistiniilmektedir. Bu bulgu, kompleks otoimmiiniteye yatkinlik olusturan ve segilim
baskistyla korunmus bir bagisiklik polimorfizminin ilk 6rneklerinden birini olusturabilir.
Nitekim bu varyant, FcyRIIb'in inhibisyon kapasitesini diisiirerek B hiicre aktivasyonu ve
otoantikor iiretimini artirmakta, bu da SLE gibi otoimmiin hastaliklara yatkinliga neden
olabilmektedir (105). FcyRIIb"#2varyant1, sitma enfeksiyonunda sagladigi koruyucu etkisi
nedeniyle evrimsel olarak korunmus olabilir ve SLE duyarliliginda goézlenen etnik
farkliliklarin agiklanmasina yonelik bir temel olusturabilir. Bu durum, zararh etkilerine
ragmen popiilasyonda yiiksek frekansta korunabilen allelleri agiklayan dengeleyici
seleksiyon (balancing selection) ve heterozigot avantaji olarak adlandirilan mekanizmalara

ornek teskil etmektedir (106, 109).

HLA-DRB1 geni, antijen sunumu ve CD4" T hiicre aktivasyonunda merkezi rol
oynarken, FCGR2B geni, immiin yanitt baskilayan inhibitér bir Fc gama reseptoriinii
kodlamasi ve SLE, RA gibi ¢esitli otoimmiin hastaliklarla iligkilendirilmis olmas1 nedeniyle
bu iki genin allelik varyantlarinin PV etiyopatogenezinde de bir rolii olup olmadigi bu tez

kapsaminda sorulmus ve genetik iliski ¢alismasi yontemiyle arastirilmistir.

25



1IT=20%
1=77%

*Ingiliz Afro-Karayipliler
Vingiliz Gineydogu Asyalilar
$ Afrikals Amerikalilar

b FcyRIbT232 pohmorﬁzm(rs 1050501) frekansi

IT=36%
11=53%

= Intron
5 3 - Promotor
FCGRZB genindeld coy0a)5) (5017567 16173479 rs6I731480  rsl0S0499 151050501  rs61804185
non-sinonim SNP'ler
Kodlayan
ol T4 Q83p N8l HIS3R Y205F 12321 L282P U bdlge
degisimi
Promotor ‘ u ‘
FeGR28 —{— | J 2 3 J L 4 ‘ 5
G-386C T-120A o L . - T t
Promotor polimorfizmleri Ekstraseliiler 1 Ekstraseluler 2 [ Intraselulerl Inttaseluler3
Transmembran Intrasehﬂer 2

TT=1%
IT=18%
11=81%

TT=2%
IT=22% |
11=76%

TT=5%
| IT=35%
| 11=60% |

TT=5%
.| IT=35%

| 'TT S«yj 1 11=79%

IT=35%
IT=43%
11=49%

11=60% TT=6%

-—
¢ |1m=39%
:,

TT=7%
IT=34% L

11259% 11=55%

Sekil 10. insan FCGR2B geni polimorfizmleri. a) FCGR2B geninin promotor ve kodlayan

bolgelerinde cesitli SNP’ler tammlanmustir. Insan FCGR2B geninde yedi adet non-
sinonim SNP tanimlanmistir. Ekzon 5’te meydana gelen bu non-sinonim T>C
(rs1050501), FcyRIIb proteininin transmembran bolgesinde 232. pozisyonda
izoldsin yerine treonin gelmesine neden olur (FcyRIIb'2%2). Bu varyanta sahip
reseptor lipid sallarindan dislanir ve belirgin sekilde bozulmus inhibitor
fonksiyona sahiptir. Bu varyant1 kodlayan polimorfizm, Giineydogu Asya ve
Kafkas popiilasyonlarinda SLE i¢in artmig duyarlilikla iligkilendirilmistir. b)
FcyRIIb'32  varyantimin farkli popiilasyonlardaki frekans1 onemli 6lciide
degisiklik gosterir. Kafkas popiilasyonlarinda nadirdir (%1 homozigotluk) ancak
sitmanin endemik oldugu Afrika ve Giineydogu Asya gibi bolgelerde daha
yaygindir (%5-11 homozigotluk). (Smith’den 103).
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Gereg
3.1.1. Calisma Grubu

Bu c¢alisma, PV hastaliginin genetik etiyolojisini aydinlatmaya yonelik olarak
Karadeniz Teknik Universitesi (KTU) Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali, Deri ve
Ziihrevi Hastaliklar Anabilim Dali ve Tibbi Biyokimya Anabilim Dali arasinda BAP11-
disiplinler arasi1 ig birligi projesi (Proje No: TDI-2022-10157) kapsaminda yiiriitiilen
arastirmanin bir devamu niteliginde gergeklestirildi. Olgu-kontrol desenli ¢alismamiza KTU
Tip Fakiiltesi Deri ve Ziihrevi Hastaliklar Anabilim Dali polikliniklerinde klinik,
histopatolojik, direkt immiin floresan (55) ve/veya ELISA ile PV tanisi almis, Biillii
Hastaliklar polikliniginde takip edilen, yaslari 21 ile 81 arasinda degisen, baska bir
otoimmiin hastali§i bulunmayan ve calismaya katilim i¢in bilgilendirilmis onam veren
toplam 86 PV hastasi dahil edildi. Kontrol grubu olarak, bilinen herhangi bir otoimmiin
hastalig1r bulunmayan, yas ve cinsiyet 6zellikleri ¢aligma grubuna benzer olan, ¢alismaya
katilim i¢in bilgilendirilmis onam veren (Ek 1) 200 saglikli bireyler dahil edildi. Her iki
gruptaki katilimeilardan 5-9 ml periferik kan 6rnegi EDTA’1 (etilen diamin tetra asetik asit)
tiiplere alind1. Bu ¢alisma, KTU Tip Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan 2022/51 protokol

numarast (Ek 2) ile onaylanmistir.
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3.1.2. Kimyasallar

Agaroz

Deoksinuiikleotit trifosfat (ANTPs)
EDTA disodyum dihidrat (Na, EDTA.2H20)
Etidyum bromiir (C12H20N3Br)

Etil alkol (CoHsOH)

Glasiyel asetik asit (C2H402)
Kalsiyum kloriir (CaCly)

Orange G

Oligoniikleotit primer

Potasyum bikarbonat (KHCOs)
Proteinaz K

Sephadex®G-50

Sodyum dodesil siilfat (SDS)
Sodyum kloriir (NaCl)

Tris-Base (C4H1:NO3)

Tris-HCI (C4H12CiNO3)

3.1.3. Kitler ve Enzimler

BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit

GoTaq® G2 Flexi DNA polymerase
One Lambda SSP® HLA Typing Kit
PCR Clean-up Gel Extraction Kit
POP-7™ Polymer

100 bp plus DNA ladder

3.1.4. Diger Sarf Malzemeler
Falkon tiip (50 mL)

Mikrosantrifiij tiipler (1.5 mL)

Pipet ucu (200 pL ve 1000 pL)

Pipet ucu (10 uL)
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Lonza, 50004

NEB, N0446S
AppliChem, A2937.0500
Sigma, E-7637
AppliChem, A 8075,1000
Merck, 1.00056.2500
Merck, 910TA654681
Sigma, 0-1625
Macrogen

AppliChem, A2375.1000
Promega, V3021

Sigma, S5897-25G
Merck, 822050

Merck, 1.01540.0500
Sigma, T6791

Sigma, 93363

Thermo, 4337455

Promega, M7808

Thermo, RSSOX2B1
Macherey-Nagel, 740609.50
App. Biosystems, 4352759

Thermo, SM0321

Thermo, 339652
Greiner bio-one, 616201
Axygene, 301-02-301

Isolab, 1.00501001901



3.1.5. Cihazlar
Bulagik makinesi
Buzdolab1 (4 °C)

Buz makinesi

Derin dondurucu (-20 °C)
Distile su cihazi
Genetik analizor cihazi
Hassas terazi

Jel goriintiileme sistemi
Luminex LABScan3D
Manyetik karistirici
Mikrodalga firin

Mikrosantrifiij

Nanodrop® 2000 UV-Vis Spektrofotometre

Otoklav

Pastor firmi

pH metre

Santrifiij

Sogutmali santrifii

Thermal Cycler

Vorteks

Yatay elektroforez diizenegi

-80 °C dondurucu
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Bosch, Almanya

Bosch, Almanya
Hoshaizaki, Japonya
Bosch, Almanya

GFL, Almanya

ABI 3130, ABD

OHAUS, ABD

Gel Logic 2000, ABD
One Lambda, ABD

IKA, ABD

Arcelik MD554, Tirkiye
Thermo, ABD

Thermo, ABD

Tutnauer 3150 ELV, Italya
Memmert, Almanya
Hanna, Portekiz
Eppendorf 5810, Almanya
Eppendorf 5804R, Almanya
Techne TC512, Ingiltere
IKA, ABD

HU13, Ingiltere

Thermo Scientific, ABD



3.1.6. Soliisyonlar
3.1.6.1. DNA izolasyonu Soliisyonlar

Eritrosit Lizis Tamponu (105) (10X) (pH 7.4)

155 mM NH4CI

10 mM KHCO3
05M Na:EDTA
Hazirlanisi:

82.9 g NH4ClI, 10 g KHCOzve 20 mL 0,5 M Na2EDTA ddH»0’da ¢oziilerek pH 7.4’¢
ayarlandiktan sonra son hacim bir litreye tamamlandi. 121°C’de bir atm basingta 20 dakika

otoklavlandi. Oda sicakliginda saklandi.

Nuclei Lizis Tamponu (NLB) (pH 8.2)

10 mM C4H11NOs3

400 mM NaCl

2mM Na2EDTA
Hazirlanisi:

1.21 g C4H11NOs3, 23.4 g NaCl ve 0.74 g Na2EDTA ddH20’da ¢oziilerek pH 8.2’ye
ayarlandiktan sonra son hacim bir litreye tamamlandi. 121°C’de bir atm basing¢ta 20 dakika

otoklavlandi. Oda sicakliginda saklandi.

%10°’luk (w/v) Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) Soliisyonu

Hazirlanisi:

10 g SDS ddH20 ile 100 mL’ye tamamlanarak 68°C’de isitilarak ¢oziildii. Oda

sicakliginda saklandi.

Sodyum Kloriir (6 M)

Hazirlanisi:

58.4 g NaCl ddH20 ile 100 mL’ye tamamlanarak ¢oziildii. Oda sicakliginda saklandi.
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0.1 M Na2EDTA (pH 8.0)

Hazirlanisi:

37,22 g Na2EDTA ddH20’da ¢oziilerek 10 M’lik NaOH ile pH 8.0’¢ ayarlanarak son
hacim bir litreye tamamlandi. 121°C’de bir atm basingta 20 dakika otoklavlandi.

Proteinaz K Seyreltme Tamponu (pH 8.0)

0.05 M C4H12CINO3
1 mM CaCl;
Hazirlanisi:

0.788 g C4H12CiNO3, 0.011 g CaCl, ddH20’da ¢oziilerek pH 8.0’e ayarlandiktan sonra
son hacim 100 mL’ye tamamlandi. 121°C’de bir atm basingta 20 dakika otoklavlandi. Oda

sicakliginda saklandi.
Proteinaz K Cozeltisi (10 mg/mL)
Hazirlanisi:

100 mg liyofilize haldeki Proteinaz K, 10 mL Proteinaz K seyreltme tamponunda son
konsantrasyon 10 mg/mL olacak sekilde buz {izerinde ¢oziilerek hazirlandi. Proteinaz K
¢ozeltisi 600 pL olacak sekilde 1.5 mL’lik mikrosantrifiij tiiplere boliindii ve -20°C’de

saklandi.

1 M Tris-HCI (pH 7.4)

Hazirlanisi:

157. 6 g C4H12CINO3 ddH20’da ¢oziilerek pH 7.4’ye ayarlandi. Son hacim deiyonize
su ile bir litreye tamamlandi. 121°C’de 1 atm basingta 20 dakika otoklavlandi.

TE Tamponu (pH 7.5)

10 mM C4H12CINOs3
1mM Na,EDTA
Hazirlanisi:

0.394 g C4H12CINO3, 0.093 g Na,EDTA ddH.0’da ¢oziiliirek pH 7.5’e ayarlandi. Son
hacim deiyonize su ile 250 mL’ye tamamlandi. 121°C’de bir atm basingta 20 dakika

otoklavlandi.

31



3.1.6.2. Agaroz Jel Elektroforezinde Kullamilan Soliisyonlar

Tris-Asetat-EDTA (TAE) Tamponu (50X, 1 L)

800 mL ddH20 iizerine 242 g C4H1:NO3 (Mw: 121.14 g/mol), 100 mL 0.5 M EDTA
(pH:8.0) ve 57.1 mL C2H4O> eklendikten sonra manyetik karistiricida C4H11NO3 ¢6ziinene
kadar karistirildi. Sonrasinda pH 8.5’¢ ayarlandi ve son hacmi ddHO ile bir litreye

tamamlanda.

Etidyum Bromiir (1 mL)

10 mL steril ddH20’de 0.1 g etidyum bromiir ¢oziildii. Kullanilmak {izere 1siktan

korunmasini saglayacak koyu renkli bir plastik kap icinde muhafaza edildi.

Orange G DNA Yiikleme Tamponu (10X, 25 mL)

20 mL ddH20’da 10 g siikroz ¢6ziildii ve tizerine 0.05 g Orange G ¢oziildiikten sonra

hacim 25 mL’ye tamamlandi.
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3.2. Yontem
3.2.1. Periferik Kandan DNA Izolasyonu

Hasta ve kontrol grubunun bireylerinden 5-10 mL EDTA’li tiipe periferik kan 6rnegi
alindi. Periferik kan Orneklerinden genomik DNA (gDNA) izolasyonu “yiiksek tuz
konsantrasyonu ile ¢oktiirme” (Salting Out) yontemi ile gergeklestirildi (111).

Toplam 2 giin siiren protokoliin 1’nci giiniinde 6ncelikle EDTA’l1 tiiplerdeki kan 50
mL’lik steril falkon tiiplere alindi ve {izerine 40 mL eritrosit lizis tamponu ilave edilip
calkalanarak eritrositlerin par¢alanmasi saglandi. 2500 rpm’de 15 dakika 4°C’de santrifiij
edildi ve siipernatant uzaklastirildi. Bu islem ii¢ kez tekrarlandiktan sonra siipernatant atildi
ve pellet iizerine 4 mL niiklear lizis tamponu ve 125 pL Proteinaz K (10 mg/mL) eklenerek
pellet dagilana kadar ¢alkalandi. Homojen hale gelen karigimin tizerine %10’luk 425 pL
SDS eklenerek hafifce alt tist edildi ve 37°C’de bir gece etiivde inkiibe edildi.

Ikinci giin, etiivden ¢ikartilan falkonlar oda sicakligina gelene kadar bekletildikten
sonra iizerlerine 1,4 mL 6 M NaCl eklenerek 15 s (saniye) boyunca hizli bir sekilde
calkalandi. Sonra 4500 rpm’de 15 dk (dakika) santrifiij edildi. Stipernatant yeni bir falkona
alind1 ve yeniden 4500 rpm’de 15 dk santrifiij edilerek siipernatant tekrar yeni bir falkona
alindi. Siipernatantin lizerine iki kat1 kadar %96’lik -20°C’den ¢ikarilan etil alkolden eklendi.
Falkonlar yavas hareketlerle alt iist edilerek gDNA’nin presipite olmasi saglandi. Goriiniir
hale gelen gDNA pipet ucuyla 1,5 mL’lik vida kapakli tiipe alinarak tizerine 500 puL %70’lik
etil alkol eklendi. Santrifiijde 45 sn spin attirilarak gDNA’nin dibe ¢okmesi saglandi.
gDNA’ya dokunmadan etil alkol pipet ucu ile alindiktan sonra tiipiin kapag1 agik birakilarak
kalan alkoliin u¢masina izin verildi. Alkol uctuktan sonra gDNA’nin iizerine 500 uL TE
tamponu eklenerek ¢oziilmesi i¢in dnce oda sicakliginda daha sonra 4°C de bekletildi.

Etiketlenerek -80°C dondurucuda muhafaza edildi.
3.2.2. DNA Konsantrasyonlarinin ve Calisma Soliisyonlarimin Ayarlanmasi

Muhafaza edilen gDNA’lardan calisma soliisyonu hazirlamak i¢in stok gDNA’dan
20ul almarak 80ul enjeksiyonluk su ile seyreltildi. Seyreltilen gDNA’lar oda sicakliginda 1
giin bekletildi ve 1ul alinarak Nanodrop® 2000 UV-Vis spektrofotometre’de 260/280 ile
260/230 absorbans degeri oranlari kullanilarak saflifi ve konsantrasyonlari olgiildii.
Konsantrasyonlart belirlenen seyreltilmis gDNA’lardan her bir 6rnek i¢in 50 ng/pL

konsantrasyonda ¢alisma soliisyonu hazirland.
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3.2.3. DNA Varyasyon Analizi
3.2.3.1. FCGR2B geni Ekzon 5 i¢in PCR primerlerinin tasarimi

FCGR2B geninin, yaklasik 63 kb upstream (5’ yo6niinde) konumda yiiksek diizeyde
dizi benzerligi gosterdigi bir paralogu (FCGR2C- Fc Gamma Receptor IIC) olmasi
nedeniyle, primer tasarimi siireci, yanlis geni g¢ogaltmamak i¢in, klasik primer dizayni
yontemlerinden oldukca farkli ve dikkatlice yiiriitiildii. Bu amagla, her iki genin yiiksek
diizeyde dizi homolojisi gosteren bolgelerinin DNA dizisi UCSC (University of California,
Santa Cruz Genome Browser) Genome Browser (48) tizerinden bir biitiin olarak indirildi ve
Clustal Omega (112) programi kullanilarak ¢oklu hizalama (multiple sequence alignment)
islemi gergeklestirildi. Ilgilenilen bdlgenin &zgiil bigimde gogaltilabilmesi igin, yalnizca
FCGR2B geninde yer alan ve FCGR2C geninde bulunmayan, yan yana en az 2 niikleotid
farki olan 6zgiil sekanslar hedef alinarak primer ¢iftleri (forward ve reverse) tasarlandi. Bu
sekilde tasarlanan primer ¢iftleri ayrica UCSC Genom Browser sayfasinda in-silico PCR
araci kullanilarak 6zgiin bir sekilde istenilen bolgelerin ¢ogaltilip ¢ogaltilmadigi test edildi.
Test edilen primerlerin 6zgiin bir sekilde FCGR2B geninin hedeflenen dizisini ¢ogalttig

tespit edildi. Buna gore Tablo 1°de verilen PCR ve Sanger dizileme primerleri tasarlandi.

Tablo 1. PCR ve Sanger dizileme i¢in kullanilan primerler

Gen Adi  Prno Primer dizisi (5’-3°) Uriin uzunlugu (bp) Amac
2281 TAGGACATAGCATTGGATGGG Ekzon 5
FCGRZB 5587  CAGAAACCAGCAGTAAGGATC 279 Long PCR
2281  TAGGACATAGCATTGGATGGG Ekzon 5
FCGR2B 5736 AccTccccToeTCAGAGGET 2230 Nested PCR
FCGR2B 1914 ACAATACGGGCCTAGATCTGAA Sekans primeri

3.2.3.2. FCGR2B Geni Uzerinde Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

FCGR2B geni ekzon 5 lizerindeki ¢.671T>C varyantina 6zgili primerler “Primer3”
programi kullanilarak dizayn edildi (113). FCGR2B geninin ekzon 5 amplifikasyonu i¢in
dizayn edilen primerler kullanilarak Hot Start Long PCR reaksiyonu buz iizerinde hazirlandi.
25 ul son hacimde ve 1 reaksiyonluk karisim asagida belirtildigi sekilde, TC512 Thermal
Cycler (Techne) cihaz1 kullanilarak asagida verilen kosullarda gergeklestirildi.
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Long PCR Karisimi

5X LongAmp Taq Reaction Buffer 5

dNTP karigimi (10 mM) 0.75

Pr F (10 pmol/uL) 1

Pr R (10 pmol/uL) 1

LongAmp Tag DNA Polymerase 1

gDNA (25 ng/uL) 4

dH20 12.25

Toplam 25

PCR Kosullari Sicaklik (°C) Siire

Baslangi¢ denatiirasyonu 96 2 dk

Denatiirasyon 96 30s 7 Déngii
Baglanma 70 3dk &
Denatiirasyon 96 30s .
Baglanma 65 3 dk 25 Dongil
Son sentez 65 10 dk

Bekleme 10 0

Long PCR iirtini kalip olarak kullanilarak yine Tablo 1’deki ilgili primerler
kullanilarak nested PCR reaksiyonu, TC512 Thermal Cycler (Techne) cihazi kullanilarak

asagida belirtildigi sekilde gerceklestirildi.

Nested PCR Karisimi 1X (nl)
5X Colorless GoTaq® Reaction Buffer 5
MgCl2 (25 mM) 1.5
dNTP karisimi (10 mM) 0.6

Pr F (10 pmol/uL) 1

Pr R (10 pmol/uL) 1
GoTaq® DNA Polymerase (5 u/pL) 0.1
Long PCR fiiriinii (25 ng/pL) 1

dH.0 14.8
Toplam 25
PCR Kosullari Sicaklik (°C) Siire
Baslangi¢ denatiirasyonu 94 5 dk
Denatiirasyon 94 30s
Baglanma 58 30s } 37 Dongili
Sentez 72 1dk
Son sentez 72 5dk
Bekleme 10 0
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3.2.3.3. PCR Uriinlerinin Temizlenmesi

PCR reaksiyonu sonucunda elde edilen amplikonlarin 2 pL’si %2’lik agaroz jelde

yuriitiilerek goriintiilendi. Her bir birey i¢in elde edilen amplikonlar ExS-Pure™ Enzymatic

PCR Purification Kit (NimaGen) kullanilarak iiretici firmanin onerileri dogrultusunda

enzimatik olarak TC512 Thermal Cycler (Techne) cihazi kullanilarak temizlendi.

EXS-Pure Karisimi 1X (nl)
ExS-Pure Buffer 1
Nested PCR iiriini 23
Toplam 24
EXS-Pure Kosullar: Sicaklik (°C) Siire
Enzimatik Temizleme 37 10 dk
Inkiibasyon 90 1 dk

3.2.3.4. Dongiisel Dizileme Reaksiyonu (Cycle Sequencing)

Sanger dizileme reaksiyonu amplifikasyon primerleri (Tablo 1) ile BigDye™

Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kiti (114) kullanilarak asagida belirtilen karigim ve

kosullarda 10 pl son hacimde gerceklestirildi.

Sanger Dizileme Reaksiyonu 1X (nL)

Big Dye 1

Big Dye Buffer 1.5

Pr F (10 pmol/uL) 0.32

Temizlenmis Nested PCR {irtinii 5

dH.O 2.18

Toplam 10

Sanger Dizileme Reaksiyon Kosullari Sicaklik (°C) Siire
Baslangi¢ denatiirasyonu 96 2 dk
Denatiirasyon 96 15s
Baglanma 50 15s
Sentez 60 2 dk
Son sentez 10 5dk

} 25 Dongii

Sanger dizileme icin yapilan PCR sonunda elde edilen iiriinler Sephadex G-50

dekstran resin kullanilarak temizlendi ve 3130 Genetik Analizor (13) cihazina yiiklendi.

Dizileme sonrasi sonuglar “Chromas 2.6.6” ve “Sequencing Analyzing 5.3.1” programlar1

kullanilarak analiz edildi ve ilgili genin referans dizisi ile karsilastirildi.
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3.2.4. HLA-DRB1 Geni Allelerinin PCR-SSOP-Luminex Y ontemiyle Belirlenmesi

Calisma kapsaminda, hasta ve kontrol bireylerinden izole edilen gDNA’lar HLA-
DRB1 genotiplerinin belirlenmesi amaciyla molekiiler HLA tiplendirme islemleri
gerceklestirildi. Bu analizler, hizmet alimi yontemiyle, KTU Tip Fakiiltesi Hematoloji
Anabilim Dali laboratuvarinda gergeklestirildi. HLA-DRB1 allel tiplendirmesi PCR-SSOP
(sekans spesifik oligoniikleotid prob)-Luminex yontemi ile gergeklestirildi. (115). Bu
yontemin calisma prensibi, hedef gen bélgesine 6zgiil primerler kullanilarak PCR ile
cogaltilmis dizilerin (amplikonlar) diziye ve her bir HLA alleline 6zgiil kisa oligoniikleotid
problar ile hibridizasyonuna dayanmaktadir. Elde edilen biyotinli PCR iirtinleri, diziye 6zgii
kisa oligoniikleotid problarin bagli oldugu, farkli spektral o6zelliklere sahip mikro
boncuklarla hibridize edildi. Mikroboncuk-prob kompleksine hibridize olan biyotinli PCR
iriinleri, streptavidin-phycoerythrin konjugati ile floresan sinyal olusturur ve bu durum,
hedef allelin varligin1 gosterir. Tiplendirme islemi, ¢oklu analiz yapabilme 6zelligine sahip
Luminex LABScan3D (One Lambda) cihazi kullanilarak gergeklestirildi ve veriler HLA
Fusion yazilim ile analiz edildi. Uygulamada, One Lambda SSP® HLA Typing (Thermo)
ticari kiti tercih edildi (Sekil 11). Bu kit, insan HLA smif II bolgesindeki DRB1 lokusuna
Ozgl allellerin belirlenmesini saglayan, valide ve klinik caligmalarda yaygin olarak tercih

edilen bir sistem olup yiiksek 6zgiilliik ve giivenilirlik sunmaktadir (116).
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LABType SSO Prensibi

PCR ile amplifikasyon PCR drananan boncuklara LABScan3D sistemi HLA Fusion yazihmiyla
\ hibridizasyonu kullanilarak tespit analiz / HLA tayini j

LABType SSOUygulama adimlari

/N Y 7 N 3 )
+ :
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0 Amplifikasyon e Denatirasyon o Hibridizasyon/Yikama o Etiketleme ve Okuma

-

Sekil 11. LABType SSO yontemiyle HLA tiplemesinin temel prensibi ve uygulama
adimlari. SAPE: Streptavidin—R-Phycoerythrin Conjugate. One Lambda {iriin
tanitim formundan (114) uyarlanmastir.

3.2.5. Biyoistatiksel Analiz

Calismanin Orneklem biylikligi planlanirken gii¢ analizi, Power for Genetic
Association Analyses (PGA, siiriim 2.0) yazilimi (117) kullanilarak gergeklestirildi ve %80
istatistiksel gii¢ elde edilebilmesi i¢in gerekli hasta ve kontrol sayilar1 hesaplandi. FCGR2B
geni ¢.671T>C varyantinin kontrol ve PV gruplarindaki allel frekanslari, Hardy-Weinberg
dengesi agisindan web tabanli bir yazilimla (118) analiz edildi. FCGR2B geni ¢.671T>C
varyantinin kontrol ve PV gruplarindaki allel ve genotip frekanslar1 ile HLA-DRB1
allellerine iliskin istatistiksel analizler, acik kaynakli RStudio (v.2024.04.2) platformunda
dplyr, tidyr, ggplot2, writexl ve openxlsx paketleri kullanilarak Pearson’in Ki-kare (y?)
bagimsizlik testi ve beklenen hiicre sayis1 <5 olan kontenjans tablolart i¢in ise Fisher’in kesin
(exact) testi ile gergeklestirildi. Tiim analizlerde istatistiksel anlamlilik diizeyi, Benjamini-
Hochberg yanlis kesif oran1 (FDR: False Discovery Rate) diizeltmesi uygulandi ve
diizeltilmis p degeri (adj_p) <0.05 istatistiksel olarak anlaml1 kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1. FCGR2B Geni ¢.671T>C SNP Varyantinin Molekiiler Genotiplendirmesi

FCGR2B geni c.671T>C SNP varyantina yonelik yapilan PCR (Sekil 12) ve PCR
tirlinlerinin Sanger dizilemesiyle elde edilen genotiplendirme sonuglart Tablo 2 ve 3’te
gosterilmektedir. Long PCR ve nested PCR ile cogaltilan hedef bolge, agaroz jel
elektroforezi ile dogrulandi (Sekil 12) ve ardindan Sanger dizileme yontemiyle analiz edildi.
Elde edilen dizileme verilerine ait 6rnek bir kromatogram goriintiisi Sekil 13’te

gosterilmektedir.

Q.
Rl

Nested PCRlar

Long PCRIar i3

'f:j‘—‘_ 100 bp Ladder

10000 —+»

b 4 1 kb Ladder

e

-

3000 _,,

1000 >

500 —»

250 _,

Sekil 12. FCGR2B geni ¢.671T>C SNP varyanti i¢in yapilan PCR iriinlerinin agaroz jel
goriintiileri. Long PCR (3579 bp, solda) ve nested PCR (1235 bp, sagda)

39



Sekil 13. c.671T>C varyantinin Sanger dizi kromotogram Ornekleri. Soldaki kromotogram
referans alleli tagiyan bireye (T/T), sagdaki kromotogram ise ayni pozisyonda

(C/C) varyant1 tastyan bireye aittir.

PV ve kontrol gruplarindaki genotip frekanslart ayr1 ayri tablolar halinde Tablo 2 ve

Tablo 3’te verilmistir.
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Tablo 2. PV hasta grubunda ¢.671T>C varyanti i¢in yapilan genotiplendirme sonuglart

HASTA HASTA HASTA HASTA

DNA No Genotip DNA No Genotip DNA No Genotip DNA No Genotip
(bB-) (BB-) (bB-) (bB-)
2574 T T 2641 C C 3060 T T 3223 T T
2576 T T 2642 T C 3062 T T 3224 T T
2577 T C 2643 T T 3072 T T 3226 T T
2578 T T 2644 T C 3110 T T 3227 T T
2579 T T 2662 T C 3111 T T 3228 T C
2580 T T 2670 T T 3112 T C 3229 T T
2586 T T 2686 T T 3123 T T 3230 T T
2587 T C 2695 T T 3196 T T 3231 T T
2588 T T 2704 T T 3197 T T 3232 T T
2590 T C 2705 T T 3199 T C 3233 T T
2591 T C 2710 T T 3200 T C 3234 T T
2592 T T 2777 C C 3201 T T 323 T T
2593 T C 2778 T T 3202 T C 3236 T C
2594 T T 2788 T T 3205 T T 3237 T T
2596 T T 2802 T T 3209 T T 3239 T T
2619 T T 2807 C C 3210 T T 3249 T T
2626 T T 2827 T T 3211 T T 3250 T T
2627 T T 2828 T T 3212 T C 3251 T T
2628 T T 2971 T T 3218 T T 3259 T C
2638 T T 2973 T T 3219 T C 3260 T T
2639 T T 2984 T T 3220 T T
2640 T T 2986 T T 3221 T T

Hasta(n) T C T/IC Cc/C T/IT
T?)S?aer'n 86 149 23 17 3 66

Referans allel T, alternatif C alleli kirmiziyla gosterildi.
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Tablo 3. Kontrol grubunda ¢.671T>C varyant1 i¢in yapilan genotiplendirme sonuglari

I(DDNBA_‘) Genotip (DDNBA_‘) Genotip (DDNBA_‘) Genotip (DDNBA_‘) Genotip (DB-) Genotip
447 T T 898 T C 1092 T T 2847 T T 846 T T
450 T C 90 T T 1097 T T 2848 T C 848 T T
452 T T 901 T T 1098 T T 2849 T T 855 T T
455 T T 902 T T 1102 T T 2850 T T 870 T C
464 T T 903 T C 1103 T T 281 T T 885 T T
498 T T 904 T T 1112 T T 2852 C C 888 T C
502 T T 909 T T 1113 T T 283 T T 892 T T
5 T T 912 T C 1116 T T 2854 T T 8% T T
560 T T 918 T T 1127 T T 285 T C 1060 T T
563 T T 919 T T 1132 T T 286 T T 1062 T T
566 T T 922 T T 1133 C C 2857 T T 1067 T T
580 T C 923 T T 1134 T T 2858 T T 1068 T T
587 T T 924 T T 1141 T T 2859 T T 1073 T T
597 T T 925 T T 1143 T T 2860 T C 1077 T C
508 T T 926 T T 1144 T C 2861 T T 1081 T T
606 T T 962 T T 1150 T T 2862 T T 1090 T T
617 T T 93 T T 1151 T T 2863 T T 1535 T T
619 T T 964 T T 1157 T C 2864 T T 1548 T T
627 T T 95 T T 1161 T T 2865 T T 1574 T T
662 T T 966 T C 1163 T T 2887 T T 1575 T T
663 T C 990 T T 1166 T T 2888 T T 2843 T T
665 T T 999 T T 1177 T T 2889 T T 2844 T T
691 T T 1002 T T 1174 T T 2890 T T 2845 T C
729 T T 1003 T T 1248 T T 2891 T T 2846 T C
730 T T 1004 T C 1258 T T 2919 T T 2985 T T
733 T T 10056 T T 1259 T T 2920 T T 2087 T T
735 T C 1006 T T 1260 T T 2921 T T 2995 T C
740 T T 1007 T T 1261 T T 2922 T C 2997 T T
746 T T 1009 T T 1262 T T 2923 T T 3198 T T
747 T T 1012 T T 1263 T T 2924 T T 3204 T T
760 T T 1013 T T 1264 C C 2925 T C 3206 T T
762 T T 1015 T T 1265 T T 2926 T T 3207 T T
806 T C 1027 T T 1374 T C 2929 T T 780 T T
82 T C 1030 T T 1380 T T 2930 T T 805 T T
814 T T 1045 T T 1389 T T 2931 T T 1020 T C
822 T T 1049 T T 1393 T T 2932 T T 1023 T C
834 T T 1053 T T 1438 T T 2933 T T 1266 T T
840 T T 1054 T C 1502 T C 2934 T T 1267 T T
841 T T 1057 T T 1522 T T 2972 T T 2927 T T
843 T T 1059 T T 1534 T T 2974 C C 2928 T T

Kontrol (n) T CcC T/IC C/IC TIT
Genel Toplam 200 363 37 29 4 167

N
N



4.1.1 ¢.671T>C Varyant1 icin Yapilan Allel ve Genotip Test Istatistikleri

¢.671T>C varyanti i¢in yapilan genotiplendirme sonucu elde edilen allel verilerinin

test istatistiklerine gore PV hastalar1 ve kontrol grubu arasinda anlamli bir fark bulunamadi

(Tablo 4).

Tablo 4. PV hastasi ve kontrollerdeki ¢.671T>C degisiminin allel frekanslar1 ve Pearson’s
Ki-kare test istatistikleri

Allel Kontrol (n) PV (n) p adj p OR %095 CI
C 37 23 0.14 0.14 151 0.87-2.63
T 363 149 0.14 0.14 0.66 0.37-1.14

n: allel sayisi, adj_p: diizeltilmis p degeri, OR: risk orani, CI: giiven aralig

Yine c.671T>C varyanti i¢in yapilan genotiplendirme sonucu elde edilen genotip

frekanslarinin test istatistikleri de iki grup arasinda anlamli bir fark olmadigin1 géstermistir
(Tablo 5).

Tablo 5. PV hastasi ve kontrollerdeki ¢.671T>C degisiminin genotip frekanslari ve Fisher’in
kesin test istatistikleri

Genotip Kontrol (n) PV (n) p degeri adj_p OR %095 CI
C/C 4 3 0.43 0.43 1.77 0.38-8.08
CIT 29 17 0.29 0.43 1.45 0.75-2.81
TIT 167 66 0.18 0.43 0.65 0.34-1.21

n: 6rneklem sayisi, adj_p: diizeltilmis p degeri, OR: risk orani, CI: giiven aralig1

Bulgularda yer alan Tablo 4’te Pearson’s Ki-kare testi kullanilirken, Tablo 5’teki
veriler i¢in Fisher’in kesin testi kullanildi. Bunun temel nedeni, Tablo 5’teki bazi hiicrelerde
beklenen gozlem sayilarinin 5’in altinda olmasidir. Pearson’s Ki-Kkare testi, teorik olarak her
hiicrede yeterli sayida gézlem bulunmasii gerektirirken, bu kosul saglanmadiginda testin
gegerliligi azalmakta ve hata pay1 artmaktadir. Fisher’in kesin testi ise kiiciik 6rneklem
bliytikliikleri veya diisiik frekansh hiicreler s6z konusu oldugunda daha giivenilir sonuglar
sunar. Bu nedenle, istatistiksel degerlendirmenin dogrulugunu ve giivenilirligini korumak

amaciyla Tablo 5°te Fisher’in kesin testi kullanildi.
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4.2. HLA-DRB1 Genotip Dagilimi

PV hastas1 ve kontrollerde HLA-DRB1 geninin genotiplendirilmesinden elde edilen

sonuglar Tablo 6 (PV hasta) ve Tablo 7 (kontrol) de gosterilmektedir. Sunulan tablolardan

da acik¢a goriilebilecegi iizere, HLA-DRB1*04:02 alleli PV hastalarinda, kontrol grubuna
kiyasla belirgin sekilde daha yiiksek frekansta gozlendi. Buna karsilik, HLA-DRB1*16:01

alleli kontrol grubunda PV hastalarina gore daha yiiksek frekansta gozlendi.

Tablo 6. PV hastalarinda HLA-DRB1 allel tiplendirme sonuglari

HastaDNA HLADRB1* Hasta DNA HLADRB1* HastaDNA  HLADRB1* HastaDNA HLADRB1*
No Genotip No Genotip No Genotip No Genotip
DB-2574 04:03 DB-2644 14:01 DpB3112 11:04 11:04 DB-3233 07:01 14:01
DB-2576 0402 15:01 DB-2662 07:01 11:04 DB-3123 0402 08:03 DB-3234 04102 | 14:01
DB-2577 0403 14:01 pB-2670 0403 11:04 DpB-319¢ 0402 14:01 pB-3235 0402 10:01
pB-2578 08:04 10:01 pB-2677 - 14:01 pB-3197 07:01 15:02 pB-3236¢ 11:01 15:01
DB-2579 042 13:02 DB-2686 0402 11:01 DB-3199 04:01 14:04 pB-3237 03:01 14:01
DB-2580 03:01 0402 pp2eos 0402 14:01 pp3200 0402 13:01 pp-3239 03:01 0402
DB-2586 04102 11:04 pp-2704 0402 07:01 pB-3201 04002 14:01 pB-3249 04102 14:01
DB-2587 08:03 14:01 pB-2705 13:01  14:01 DpB-3202 0402 0402 pB-3250 01:01 04i02
DB-2588 11:01 11:04 pB-2710 07:01  07:01 pp-3205 03:01 0402 pp-3251 04:02 14:01
DB-2590 14:01 15:01 pp-2777 0402 0402 ps-3210 04002 13:02 pB-3259 0402 14:01
DB-2591 01:01 0402 pg-2778 04:02  13:02 pp-3211 0402 11:04 pp-3260 0402 04:04
DB-2592 13:02 14:01 pg-2788 01:01 0402 pB-3212 0802 14:04
DB-2593 0402 04:03 DB-2802 04:03  13:01 DB-3218 0402 07:01
DB-2594 01:02 0402 ps-2807 0402 = 1401 ps-3219 01:01 0402
DB-2596 0402 13:01 pB-2827 0402 08:03 pB-3220 0402 11:03
DB-2619 11:04 11:11 pp-2828 11:01 14:01 pB-3221 - 13:02
DB-2626 04102 14:01 pB-2971 01:02  14:04 pB-3223 04102 04:03
DB-2627 0402 04:04 pp-2073 0402  14:01 pp-3224 01:01 14:01
DB-2628 08:01 14:01 pB-2984 0402 11:04 pg-3225 | 04102 @ 14:01
DB-2638 0402 04:04 DB-2986 03:01 14:01 pB-3227 0402 13:02
DB-2639 04102 14:01 pB-3060 0402 = 14:01 pp-3228 | 04102 14:.01
DB-2640 0402 04:03 DB-3062 04:02 11:01 DB-3229 0402 13:01
DB-2641 0402 15:01 pp3072 0402 1501 p3230 0402 13:01
DB-2642 0402 04:03 pB-3110 0402 11:01 pB-3231 01:01 0402
DB-2643 04102 14:01 DB-3111 04:04  14:01 pB-3232 04002 14:01

HLA-DRB1*04:02 yesil, 14:01 mavi olarak isaretlendi. Genotiplerden 04:02/04:02 sar1, 04:02/14:01 turuncu

renkle vurgulandi.
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Tablo 7. Kontrollerde HLA-DRBL1 allel tiplendirme sonuglari

KONTROL HLADRB1* gonTROL  HLADRB1* KONTROL HLADRB1* KONTROL  HLADRB1*
DNANo Genotip DNANo Genotip DNANo Genotip DNANo Genotip

DB-447 15:01 15:01 DB-898 07:01 11.01 DB-1092 13:03 16:01 DB-2847 07:01 15:01
DB-450 11:04 11:04 DB-900 11:01 14:01 DB-1097 04:01 04:08 DB-2848 11:01 13:01
DB-452 11:01 14:01 DB-901 09:01 11:04 DB-1098 0402 16:01 DB-2849 03:01 13:01
DB-455 07:01 07:01 DB-902 13:01 13:01 DB-1102 04:01 11:01 DB-2850 0&02 11:04
DB-464 11:04 11:04 DB-903 11:01 16:01 DB-1103 11:01 15:02 DB-2851 01:01 03:01
DB-498 03:01 1401 DB-904 11:04 11:04 DB-1112 15:01 16:01 DB-2852 11:01 11:01
DB-502 07:01 07:01 DB-909 15:01 15:01 DB-1113 03:01 09:01 DB-2853 04:03 15:01
DB-558 11:04 11:04 DB-912 04:01 13:02 DB-1116 04:04 07:01 DB-2854 15:01 16:01
DB-560 11:03 11:03 DB-918 03:01 04:04 DB-1127 15:01 15:01 DB-2855 04:03 14:0
DB-563 11:03 11:04 DB-919 07:01 13:02 DB-1132 04:01 10:01 DB-2856 11:01
DB-566 03:01 11:01 DB-922 01:01 04:01 DB-1133 09:01 11:04 DB-2857 . 15:01
DB-580 11:04 11:04 DB-923 15:01 15:01 DB-1134 13:03 16:01 DB-2858 11:04
DB-587 11:04 11:04 DB-924 04:01 11:01 DB-1141 09:01 13:01 DB-2859 01:01 11:01
DB-597 11:04 11:04 DB-925 04:04 13:01 DB-1143 13:01 15:02 DB-2860 14:01 15:01
DB-598 04:07 13:02 DB-926 04:01 08:03 DB-1144 15:02 15:02 DB-2861 04:03 07:01
DB-606 11:01 13:05 DB-962 04:05 10:01 DB-1150 01:02 11:03 DB-2862 04:03 07:01
DB-617 07:01 11:01 DB-963 03:01 04:05 DB-1151 11:03 13:01 DB-2863 13:01 13:03
DB-619 11:04 11:04 DB-964 10:01 14:01 DB-1157 12:01 15:02 DB-2864 13:01 13:03
DB-627 12:01 13:01 DB-965 01:01 15:02 DB-1161 04:08 13:01 DB-2865 11:01 14:01
DB-662 15:01 15:01 DB-966 04:01 04:08 DB-1163 13:01 15:02 DB-2887 03:01 10:01
DB-663 11:04 11:04 DB-990 15:01 15:01 DB-1166 01:01 15:01 DB-2888 03:01 10:01
DB-665 07:01 13:01 DB-999 11:01 13:03 DB-1171 07:01 15:01 DB-2889 03:01 14:01
DB-691 03:01 07:01 DB-1002 01:01 16:01 DB-1174 07:01 15:01 DB-2890 04:03 14:01
DB-729 0402 08:03 DB-1003 04:05 11:01 DB-1248 11:01 15:02 DB-2891 11.01 15:01
DB-730 08:03 11:01 DB-1004 04802 11:01 pB-1258 0402 1502 DB-2919 10:01 16:01
DB-733 11:01 11:01 DB-1005 01:01 03:01 DB-1259 04:05 07:01 DB-2920 03:01 08:03
DB-735 01:01 11:04 DB-1006 01:01 11:04 DB-1260 10:01 11:01 DB-2921 03:01 11:01
DB-740 07:01 13:03 DB-1007 03:01 13:02 DB-1261 03:01 15:01 DB-2922 01:02 11:01
DB-746 01:01 1401 DB-1009 07:01 11:01 DB-1262 03:01 (403 DB-2923 08:03 13:02
DB-747 13:01 14:01 DB-1012 01:01 04:01 DB-1263 03:01 07:01 DB-2924 01:01 15.02
DB-760 04:03 08:04 DB-1013 04:01 11:01 DB-1264 0402 11:04 DB-2925 0462 13:03
DB-762 13:01 15:01 DB-1015 11:04 14:01 DB-1265 08:04 11:01 DB-2926 09:01 13:01
DB-780 11:04 11:04 DB-1020 10:01 11:04 DB-1266 07:01 10:01 DB-2927 04:07 16:01
DB-805 01:01 04:01 DB-1023 07:01 13:02 DB-1267 03:01 M DB-2928 04:07 13:02
DB-806 01:02 04:04 DB-1027 003 10:01 DB-1374 07:01 14:01 DB-2929 04:03 16:01
DB-812 01:01 10:01 DB-1030 01:01 01:01 DB-1380 11:04 11:04 DB-2930 1401 16:01
DB-814 04:01 04:08 DB-1045 01:01 16:01 DB-1389 03:01 16:01 DB-2931 0402 11:04
DB-822 03:01 13:02 DB-1049 08:02 15:02 DB-1393 07:01 11:04 DB-2932 07:01 07:01
DB-834 01:01 04:08 DB-1053 15:01 16:01 DB-1438 11:01 16:01 DB-2933 03:01 04:06
DB-840 07:01 11:04 DB-1054 16:01 16:01 DB-1502 07:01 1401 DB-2934 07:01 16:01
DB-841 07:01 16:01 DB-1057 08:02 13:03 DB-1521 07:01 13:02 DB-2972 07:01 07:01
DB-843 11:03 11:04 DB-1059 01:01 09:01 DB-1534 15:02 16:01 DB-2974 04:05 13:02
DB-846 03:01 13:03 DB-1060 16:01 16:01 DB-1535 11:04 11:04 DB-2985 13.03 14:01
DB-848 01:01 07:01 DB-1062 01:01 09:01 DB-1548 11:01 11:01 DB-2987 04:03 15:01
DB-855 07:01 15:01 DB-1067 09:01 15:01 DB-1574 0402 11:01 DB-2995 07:01 11.01
DB-870 16:01 16:01 DB-1068 042 07:01 DB-1575 15:01 15:01 DB-2997 0&02 13:03
DB-885 16:01 16:01 DB-1073 01:01 03:01 DB-2843 03:01 04:05 DB-3198 04:01 16:02
DB-888 04:03 13:03 DB-1077 01:01 04:01 DB-2844 03:01 13:02 DB-3204 11:01 15:01
DB-892 04:01 08:03 DB-1081 13:01 13:01 DB-2845 07:01 11:01 DB-3206 11:01 15:01
DB-895 04:01 11:04 DB-1090 11:01 14:01 DB-2846 08:03  13:02 DB-3207

HLA-DRB1*04:02 yesil, HLA-DRB1*14:01 mavi olarak isaretlendi. Genotipler 04:02/04:02 sar1 renkle
vurgulandi.
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4.2.1. HLA-DRB1 Allel Frekanslari ve Test istatistikleri

PV hastalarinda ve kontrol grubunda en sik gozlenen ilk 10 HLA-DRBL1 allelinin,
frekans degerlerine gore biiyiikten kiiclige siralanarak sunulmustur (Tablo 8). PV grubunda
en yiiksek frekansta gozlenen allel %40 ile HLA-DRB1*04:02 olurken, bunu %18 ile HLA-
DRB1*14:01 takip etmektedir. Kontrol grubunda ise en sik gozlenen alleller %9 frekansla
HLA-DRB1*11:01, 11:04 ve 07:01 olarak 6ne ¢ikmaktadir.

Tablo 8. PV hastasi ve kontrollerdeki en sik gozlenen ilk 10 HLA-DRBL1 allelleri
HLA-DRB1* PV (n) % HLA-DRB1* Kontrol (n) %

04:02 70 40 11:01 39 9
14:01 31 18 11:04 39 9
11:04 9 5 07:01 37 9
01:01 7 4 15:01 33 8
04:03 7 4 03:01 26 6
07:01 7 4 16:01 26 6
13:02 7 4 01:01 23 5
11:01 6 3 13:01 19 4
15:01 6 3 04:02 18 4
03:01 5 2 14:01 17 4
Toplam 155 87 277 64

n: allel sayis1

PV hastasi ve kontrollerde tespit edilen HLA-DRB1 allel frekanslar ve test istatistikleri
Tablo 9°da verilmistir. HLA-DRB1*04:02 allelini tasimanin olusturdugu hastaliga
yakalanma riski degerlendirildiginde bu alleli tagiyan bireylerin tagimayanlara oranla PV
olma olasiliginin 12.95 kat (OR: 12.95; %95 CI: 7.40-24.57) arttig1 anlasilmaktadir. Bir
diger allel olan HLA-DRB1*14:01’in de PV hastalarinda kontrollere gére anlamli derecede
yiiksek oldugu goriilmistiir (p = 1.23x107%) (Tablo 9). HLA-DRB1*14:01 allelini tagimanin
olusturdugu hastaliga yakalanma riski degerlendirildiginde, bu alleli tasiyan bireylerin
tasimayanlara oranla PV olma olasiliginin 4,55 kat arttig1 anlasilmaktadir (OR: 4.55; %95
Cl: 2.35-8.74). Calisma gruplar arasinda toplam 33 farkli HLA-DRB1 alleli tanimlandi.
Saptanan allelerden en anlamlilar1 ve risk oranii gosteren grafik (forest plot) Sekil 14’te

verilmistir.
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Tablo 9. HLA-DRB1 allelleri ve Pearson’in Ki-kare bagimsizlik test istatistikleri

glligl* g‘)’”tm' Z?)’ 0 adj_p OR %95 Cl
04:02 18 70 2.03x102 6.71x10>  12.95  7.40-2457
14:01 17 31 751x107  1.23x10° 455 2.35-8.74
1601 26 0 9.75x10°  0.001 0.03 0-0.31
11:01 39 6 0.00 0.037 0.33 0.10-0.75
14:04 0 4 0.00 0.06 2019 1.46-0
15:01 33 6 0.02 0.10 0.40 0.12-0.91
13:03 12 0 0.02 0.10 0.08 0-0.77
07:01 37 7 0.03 0.13 0.41 0.17-0.97
09:01 8 0 0.06 0.22 0.12 0-1.27
04:01 16 1 0.07 0.23 0.19 0.029-1.14
11:04 39 9 0.07 0.23 0.50 0.22-1.09
08:01 0 1 0.09 0.25 6.61 0.40-50
1111 0 1 0.09 0.25 6.61 0.40-00
03:01 26 5 0.12 0.28 0.43 0.16-1.23
04:05 6 0 0.18 0.37 0.16 0-1.86
04:08 5 0 0.18 0.37 0.19 0-1.86
15:02 12 1 0.24 0.37 0.25 0.03-1.62
10:01 11 2 0.24 0.44 0.46 0.03-1.64
04:04 4 4 0.26 0.46 2.22 0.40-12.06
04:03 9 7 0.30 0.49 176 0.59-5.10
04:07 3 0 0.31 0.49 0.31 0-3.34
13:02 12 7 0.46 0.69 13 0.51-3.98
13:01 19 6 0.51 0.74 0.72 0.21-1.72
0101 23 7 0.55 0.76 0.68 0.27-1.67
08:04 2 1 0.59 0.78 131 0.15-30.33
01:02 3 2 1 1 1.57 0.1-7.80
04:06 1 0 1 1 0.72 0-11.78
13:05 1 0 1 1 0.72 0-11.78
16:02 1 0 1 1 0.72 0-11.78
08:02 2 0 1 1 0.43 0-11.70
08:03 7 3 1 1 1.02 0.24-4.15
11:03 6 1 1 1 0.50 0.07-4.01
12:01 2 0 1 1 0.43 0-11.71

n: allel say1si, adj_p: diizeltilmis p degeri, OR: risk orani, CI: giiven aralig1
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En Anlamli 10 HLA Aleli: Odds Ratio ve %95 Guven Aralig
DRB1*04:02 —e—

DRB1*14:01 —e—A

DRB1*11:04 I ®

DRB1*07:01 F @

DRB1*15:01 F @

HLA Alel

DRB1*11:01 f @

DRB1*04:01 f @

DRB1*16:01 »

DRB1*13:03 »

DRB1*09:01 ¥

0.1 1.0 10.0
Odds Ratio (log dlgek)

Sekil 14. HLA-DRB1 allel gruplari arasinda istatistiksel olarak en anlamli farklilik gdsteren
10 allel

HLA-DRB1*04:02 ve HLA-DRB1*14:01 allellerinin PV hastaligina yakalanma riskini
anlamli diizeyde artirdig1 saptandiktan sonra, bu iki allelin birlikte bulunmasinin
(heterozigotluk) hastalar ve kontroller arasindaki dagilimini incelemek amaciyla genotip test
istatistikleri gergeklestirildi. Ilgili genotip verileri ve test istatistikleri Tablo 10’da

sunulmustur.
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Tablo 10. Calismada PV hastalarinda ve kontrollerde en sik gézlemlenen genotipler ve test

istatistikleri
GZEE&ID S a* b* o d*  p adj_p OR %95 Cl
(n (n)

04:02 / 14:01 0 20 205 05 715 2005 ﬂgif 220x10° 11497 686192582
01:01/04:02 0 5 55 05 85 2005 0.0027 0.0934 2549  1.39-4662
04:02 / 04:03 0 6 65 05 855 2005 0.0008 0.0374 3048  169-547.22
04:02 / 13:02 0 6 65 05 855 2005 0.0008 0.0374 3048  169-547.22
04:02 / 04:04 0 3 35 05 85 2005 0.0298 0.6670 15.85  081-310.28
04:02 /13:01 0 4 45 05 875 2005 0.0091 0.2465 20.62  109-387.21
11:04/11:04 12 1 15 125 905 1885 0.0700 1 0.24 0.04-1.38
15:01/15:01 7 0 05 75 915 1935 0.1027 1 0.14 0.007 - 2.49
07:01/11:01 5 0 05 55 915 1955 0.3294 1 0.19 0.01-355

* Haldane-Anscombe diizeltmesi kapsaminda hiicre frekanslarina 0.5 eklendi. Bu nedenle, gliven araliginin iist
sinir1 sonsuz olarak hesaplandi. n: allel sayisi, adj_p: diizeltilmis p degeri, OR Risk orani, CI: giiven araligi

Dikkate deger bir diger gozlem ise, HLA-DRB1*04:02 ve HLA-DRB1*14:01
allellerinin birlikte olusturdugu heterozigot genotipin yalnizca PV hastalarinda saptanmis
olmasidir (Tablo 10). Bu HLA-DRB1*04:02/14:01 genotipini tasiyan bireylerin, PV
hastaligina yakalanma riski degerlendirildiginde, tasiyanlarin tagimayanlara gore 115 kat
artmig PV riski tagidig1 anlagilmaktadir (Tablo 10, Ek 3). Bu bulgu, PV gibi kompleks bir
hastaligin genotip ile iligkisinin ne kadar yiiksek oldugunu ve ayrica, kompleks nadir
hastaliklar grubunda genotip ile risk artig1 gdsterilen hastaliklar icinde PV’yi ¢ok ilging bir

ornek konumuna sokmaktadir.
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5. TARTISMA ve SONUC

PV, hiicre-hiicre yapismasindan sorumlu DSG1 ve DSG3 proteinlerine karsi gelisen
patojenik IgG sinifi otoantikorlarin neden oldugu, mukozal ve kutandz alanlarda biillerle
seyreden, hayati tehdit edebilen bir otoimmiin hastaliktir (10, 19, 25). DSG1’¢ kars1 gelisen
otoantikorlar yalnizca kutandz tutulumdan sorumlu iken, DSG3’e kars1 gelisen otoantikorlar
mukozal tutulumun gelisiminde rol oynamaktadir (25). Her iki DSG’ye karsi gelisen
otoantikorlar da mukokutan6z tutulumdan sorumlu tutulmaktadir. Bu antijenlere karsi
gelisen IgG otoantikorlari, keratinositler arasi desmosomal yapilar1 hedef alarak hiicre-hiicre
adezyonunun bozulmasina ve akantolize neden olur ve bunun sonucunda biil olusumu

gozlenir (119).

PV’nin karakteristik klinik bulgularindan asil olarak B hiicreleri araciligiyla iiretilen
patojenik otoantikorlar sorumlu olsa da hastaligin immiinolojik siirecini baslatan temel adim
CDA4+ T hiicre aktivasyonudur (120). Bu nedenle, CD4+ T hiicrelerinin aktivasyonunda rol
oynayan HLA simif II molekiilleriyle olan etkilesim, hastaliin immiinopatogenezinin
anlasilmas1 agisindan kritik 6neme sahiptir. Otoimmiin hastaliklarin gelisiminde, antijen
sunumu ve immiin yanitin diizenlenmesinde gorev alan HLA sinif II molekiilleri, 6zellikle
de HLA-DRBL1 lokusu, merkezi bir rol oynamaktadir (121). Literatiirde HLA-DRB1*04:02
alleli ile PV arasinda anlamli bir iligki bulan ¢esitli ¢alismalar yer almaktadir. Bu ¢alismalar,
farkli etnik gruplarda ve cografi bolgelerde yapilmis olup, HLA-DRB1*04:02 allelinin PV
gelisiminde 6nemli bir genetik risk faktorii oldugunu gostermektedir (122-127).

Akdeniz ve Avrupa kokenli bireylerde yapilan arastirmalarda DRB1*04:02’nin
yiiksek oranda PV ile iliskili oldugu rapor edilmistir. ispanya’da gerceklestirilen ve 26
Ispanyol PV hastasi ile 200 saglikli kontrol bireyin katildig1 bir calismada, DRB1*04:02
allelinin frekansinin PV hastalarinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek oldugu
gosterilmistir (p: 4.7 x 10%7; OR: 100.8) (128). Slovakya’da yapilan 43 PV hastasi ve 113
saglikli kontrol bireyin katildigi vaka-kontrol ¢alismasinda, DRB1*04:02 alleli ile PV
arasinda anlamli diizeyde bir iligki saptanmistir (125). Bulgaristan’da yapilan ve 56 PV
hastas: ile 204 saglikli bireyi igeren bagka bir ¢alismada da DRB1*04:02 alleli ile PV
arasinda anlamli diizeyde bir iliski gézlenmistir (123). Bu veriler, Balkan cografyasindaki
popiilasyonlarda da s6z konusu allelin PV i¢in risk faktorii oldugunu gostermektedir. PV ile
iliskilendirilen bu allel, Brezilya’da 51 hasta ve 297 saglikli birey iizerinde yapilan ¢alismada

da istatistiksel olarak anlamli bir diizeyde saptanmistir (129). Yine Brezilya’da
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gerceklestirilen ve 83 PV hastast ile 1592 saglikli kontroliin katildigi genis 6lgekli bir
calismada, DRB1*04:02 ve DRB1*14:01 allellerinin PV ile anlaml diizeyde iliskili oldugu
gosterilmistir (130). Venezuela’da 49 PV hastast ve 101 saglikli kontrol bireyin dahil
edildigi baska bir calismada, DRB1*04:02 alleli ile PV arasinda istatistiksel olarak gii¢lii bir
iliski saptanmistir (p: 1.1x107%%; OR: 27.22; %95 Cl: 94.7-7.82). Aym calismada,
DRB1*14:01 alleli de PV ile anlamli diizeyde iligkili bulunan bir diger allel olarak
raporlanmistir (131). Uzak Dogu cografyasina bakildiginda, Vietnamli bireyler {izerinde
gergeklestirilen bir calismada, 22 PV hastast ve 101 saglikli kontrol karsilastiriimas,
DRB1*14:01 allelinin hasta grubunda anlamli sekilde daha yiiksek frekansta bulundugu
rapor edilmistir (132). Japonya’da gergeklestirilen bir c¢alismada, HLA-DRB1*04 ve
DRB1*14 allellerinin PV igin yatkinlik olusturdugu ortaya konmustur (133). Bu sonuglar,
Latin Amerika ve diger cografyalarda farkli etnik ge¢mislere sahip topluluklarda dahi
DRB1*04:02’nin PV hastalig1 i¢in yiiksek risk olusturdugunu gostermektedir.

HLA-DRB1*04:02 allelinin PV hastalig1 igin yiiksek risk olusturmasinin olasi
mekanizmalarini agiklamaya doniik 6ne siiriilen agiklamalardan biri, bu allelin otoantijen
olan DSG3 epitoplarin1 yiiksek afiniteyle baglayarak DSG3’e 6zgiill CD4* T hiicrelerinin
aktivasyonunu kolaylagtirmasidir. Yapisal ¢alismalar, HLA-DRB1*04:02 molekiiliiniin
peptit baglama cebinin, 6zellikle DSG3’iin ekstraseliiler domainlerinde yer alan belirli peptit
dizilerini yiiksek afiniteyle baglayabildigini ortaya koymustur (134). Bu durum, taninan
peptitlerin sunulmasiyla aktive olan yardimci T hiicrelerinin B hiicrelerini uyararak
otoantikor  {iretimini  tesvik  etmesiyle sonuglanmakta ve bdylece PV’nin
immiinopatogenezinde merkezi bir rol oynamaktadir (135). Bu iliskinin olasi molekiiler
temeli olarak, s6z konusu HLA-DRB1*04:02 allelinde yer alan 68, 69 ve 72. pozisyonlarda
bulunan izoldsin, aspartik asit ve glutamik asit degisikliklerinin, toplumda yaygin goriilen
DRBI1 beta molekiillerinin peptit baglama 6zelliklerini degistirerek otoantijenik peptitlerin
sunumunu etkileyebilecegi ve dolayisiyla PV gelisiminde rol oynayabilecegi ileri

stirilmektedir (136).

Tiirkiye’de PV ile iligkili HLA allellerine yonelik daha 6nce yapilmis ¢aligmalarda,
genel olarak diisiik ¢oziiniirlikli (6rnegin DRB1*04 gibi 2 sayili) PCR-SSP yontemleri
kullanilmis ve HLA-DRB1*04 ile HLA-DRB1*14 gibi allellerin PV ile iliskili oldugu
gosterilmistir (90-93). Ancak bu ¢aligsmalar, allel diizeyinde sinirh bilgi sunmakta olup, PV
ile iligkili alt allellerin (6rnegin DRB1*04:02 gibi 4 sayili) ayirt edilmesine olanak
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tanimamaktadir. Oysa, PV gibi kompleks ve allelik farkliliklar gosteren hastaliklarda, ayni
diisiik ¢oziiniirlikli allel grubuna ait farkli alt allellerin hastalikla iliskisi dramatik sekilde
degisebilmektedir. Bu baglamda calismamiz, yiiksek ¢oziiniirliikklii HLA tipleme yaklasimi
sayesinde Turkiye popiilasyonunda DRB1*04:02 gibi belirli alt allellerin PV ile giiglii
iligkisini ilk kez tanimlamig ve literatlire kazandirmistir. Daha 6nce bahsedilen, Diinya
genelinde yapilan ve literatiirlerde yiiksek ¢oziiniirliikle yer almig ¢alismamalarla bizim
verilerimiz uyumludur. Ozellikle DRB1*04:02 allelinin PV i¢in yaklasik 13 kat artmus riskle
iliskilendirilmis olmasi, bu allelin PV {izerindeki belirgin etkisini ortaya koymaktadir.
Ayrica, ¢alisma grubumuzdaki hem hasta hem de kontrol sayisinin, daha once Tiirkiye
merkezli yapilan benzer caligmalara kiyasla ¢ok daha yiiksek olmasi, arastirmamizin
istatistiksel giiciinii (power) artiran 6nemli metodolojik avantajlardan biri olarak One
cikmaktadir. Bu sayede calismamiz, Tiirkiye’deki HLA ile PV hastaligi arasindaki iliski

verilerini daha ileriye tagimuistir.

HLA-DRB1*04:02 ve HLA-DRB1*14:01 allelleri ile HLA-DRB1*04:02/14:01
heterozigot genotipi, PV hastalarinda kontrollere kiyasla anlamli diizeyde daha yiiksek
frekansta gozlendi. Bu durum, her iki allelin yalnizca bagimsiz olarak degil, birlikte
tasindiklarinda da PV i¢in daha biiyiikk bir genetik risk olusturdugunu gostermektedir.
Yaptigimiz literatiir taramalarinda ulasabildigimiz kadariyla, HLA-DRB1*04:02/14:01
heterozigot genotipi ile ilgili bir veri bulunamamistir. Bu bulgu, allel bazli risk
degerlendirmesinin yaninda genotip risk degerlendirmesinin de 6nemli oldugunu ortaya
koymaktadir. Genel olarak, genetik iliski ¢aligmalarinda allel ve genotip bazli risk
degerlendirmelerinin dikkate alindigir bilinmektedir. Buna ek olarak genotip riski
degerlendirilirken resesiflik, dominantlik, kodominantlik vb. allelerin etkisini de dikkate
alan bir¢ok ¢alisma da mevcuttur (137, 138). HLA nin kodominant kalitildigi uzun siiredir
bilinmesine ragmen, PV ile iliskili onceki ¢aligmalarda genotip diizeyinde risk analizi
degerlendirilmemistir. Bu agidan calismamizda HLA genotiplerinin de analiz edilmesi,

literatiire 6zgiin ve tamamlayici bir katki sunmaktadir.

Calismamizda HLA-DRB1*11:01 ve HLA-DRB1*16:01 alellerinin kontrol grubunda
PV hastalarina kiyasla anlamli derecede yiiksek frekansta bulunmasi, bu alellerin PV’ye
kars1 koruyucu rol oynayabilecegini gostermektedir. HLA-DRB1*11:01 alleli, kontrol
grubunda %9 oraniyla en sik gozlenen allel iken PV grubunda %3 oraninda gbzlenmistir

(Tablo 8 ve Tablo 9). HLA-DRB1*11:01 alleli baz1 galismalarda g¢esitli otoimmiin
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hastaliklarla iliskili risk faktorii olarak tanimlanmistir. Ornegin, neonatal lupus eritematozus
hastaligit  (139) ve anti-HMGCR (3-hidroksi-3-metilglutaril-koenzim A rediiktaz)
antikorlariyla iligkili nekrotizan miyopatiler (140). Benzer sekilde yakin tarihte yapilmig bir
GWAS c¢alismasinda immiinoglobulin-A vaskiiliti (IgAV) hastalig1 ile HLA-DRB1*16 alleli
anlamli derecede iliskili bulunmus (141) ancak, literatiirde HLA-DRB1*16:01 alleline 6zgii
herhangi bir otoimmiin hastalikla dogrudan bir iligskiye rastlanmamistir. HLA-DRB1*16:01
ve HLA-DRB1*11:01 alellerinin yalnizca kontrol grubunda goriilmesi ya da anlamli sekilde
daha sik bulunmasi, bu alellerin PV’ye karsi koruyucu bir etki gosterebilecegini
diistindiirmektedir; ozellikle HLA-DRB1*16:01 tasiyan bireylerde hastalik gelistirme
olasilig1, tasimayanlara kiyasla yaklasik 3 kat daha diistiktiir (OR: 0.03, 95% CI: 0.00-0.31),
HLA-DRB1*11:01 igin ise bu oran yaklasik 33 kat daha diisiiktiir (OR: 0.33, 95% CI: 0.10-
0.75) (Tablo 8 ve Tablo 9).

PV’nin genetik temelinin yalnizca HLA bolgesi ile sinirli olmadigini gdsteren bir
GWAS c¢alismasinda, keratinosit farklilagmasi ve apoptozunda rol oynayan ST18 geninin
promotor bolgesinde PV ile iligkili bir varyant (rs17315309/ NM_014682.2: c.-497-
65050T>C) tanimlanmistir (142). Benzer sekilde non-HLA olan FCGR2B geni, B
hiicrelerinde inhibitor Fcy reseptorii olan FcyRIIb’yi kodlamakta olup, immiin toleransin
korunmasinda merkezi bir rol oynamaktadir. Bu reseptor, 6zellikle otoantikor {iretiminin
negatif diizenlenmesinde kilit bir gorev listlenmektedir. rs1050501 polimorfizmine bagl
olarak gerceklesen I232T amino asit degisimi, FcyRIIb’nin hiicre membranindaki
lokalizasyonunu ve buna bagli olarak sinyal iletim kapasitesini etkileyebilmektedir. Bu
yapisal ve islevsel degisiklik, daha 6nce SLE gibi otoimmiin hastaliklarla anlaml1 bir sekilde
iliskilendirilmistir (143). Benzer sekilde, FCGR2B geni bagisiklik yanitinin inhibisyonunda
gorev almasi nedeniyle PV patogenezinde de potansiyel bir aday gen olarak 6ne ¢itkmaktadir.
Caligmamizda, bagisiklik yanitinin negatif diizenleyicisi olan FCGR2B geninin besinci
ekzonunda yer alan polimorfizminin PV hastalig1 ile iliskisi arastirildi. Ancak yapilan
istatistiksel analizler sonucunda, s6z konusu varyant ile hastalik arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir iligki saptanamadi. Bu sonug, ¢.671T>C varyantinin PV gelisiminde genetik risk
faktorli olmayabilecegi, eger gercekten bir risk faktorii ise bu farkin goriilemeyecegi sekilde
diisik power degerine sahip calismalarin (tez c¢alismamiz da dahil) yapildigim
diisindiirmektedir. Bilindigi gibi kompleks hastalik-genetik risk faktori iliskisi cogu
hastaliklar i¢in gorece diisiik ama anlamli olabilmektedir. GWAS ¢aligsmalarindan elde

edilen sonuclar degerlendirildiginde, kompleks hastaliklar i¢in risk olusturdugu gosterilen
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varyantlarin risk faktoriiniin en fazla 2-3 kat oldugu goriilmektedir (144-146). Dolayisiyla,
FCGR2B geni iizerinde bulunan varyantin PV riski i¢in etkisi olabilir, ancak bu etkinin var
oldugunu gosterecek calisma tasariminin (yeterli PV hastasi ve kontrol grubu) olusturulmasi
gerekliligi goz Oniine alinmasi gereken bir durumdur. Bununla birlikte, etnik koken
farkliliklar1 da bu sonuglar etkileyebilmektedir. c.671T>C varyantinda C allelinin mindr
allel frekans1 (MAF), Beyaz irkta 0.10, Dogu Afrikalilarda 0.25 ve Glineydogu Asyalilarda
ise 0.22-0.25 araligindadir ve popiilasyona gore ciddi farkliliklar gostermektedir (106).
Calismamizda yer alan toplam 286 bireyin allel dagiliminin hesaplandigi analizde C allelinin
MAF degeri yaklasik 0.11 (0.1066) olarak bulunmustur. Bu veri Kafkasyalilar i¢gin verilen
degerler ile uyumludur. C allelinin fonksiyonel etkilerine bakildiginda, hiicresel sinyal iletim
yolaklarinin ve FcyRIIb reseptoriiniin IgG nin Fec bolgesine baglanma kapasitesini de onemli
olglide azalttigi bildirilmistir (108). FCGR2B geninin besinci ekzonunda yer alan ¢.671T>C
varyant,, FcyRIIb reseptdriiniin transmembran bélgesinde Izoldsin aminoasidi yerine
Treonin aminoasidinin ge¢mesiyle sonuglanmakta (I232T) ve reseptoriin  yapisal
ozelliklerinde belirgin degisikliklere neden olmaktadir. 1232T degisiminin, 6zellikle SLE
gibi otoimmiin hastaliklarin patogenezine katkida bulunabilecek sekilde immiin toleransin
bozulmasina yol agtig1 gosterilmistir (147). Bu yapisal degisiklik, FcyRIIb reseptoriiniin
transmembran bolgesindeki egimi degistirerek, ektodomainin plazma membranina daha
fazla yakinlasmasina neden olmaktadir. Boylece reseptoriin IgG'nin Fc bolgesine in situ
baglanma afinitesi ve kinetigi onemli Olgiide azalmakta, bu da FcyRIIb’nin immiin
kompleksleri tanima kapasitesini zayiflatmaktadir (108). Sonu¢ olarak, baglanma
etkinligindeki bu azalma, reseptoriin inhibitoér sinyallesme islevini azaltarak, basta B
hiicreleri olmak iizere ¢esitli immiin hiicrelerde kontrolsiiz aktivasyonlara neden olabilecegi
diistiniilmektedir. FcyRIIb reseptoriine ait baskilayici sinyallesmenin azalmasi, antijen
cesitliligi genis ve otoantijenlerin sistemik olarak ifade edildigi SLE gibi hastaliklarda daha
belirgin bir rol oynayabilir. SLE’de bagisiklik toleransinin bozulmasi sonucu, basta ¢ekirdek
bilesenleri olmak iizere ¢ok sayida self antijene karsi otoantikor yaniti gelisir. En sik hedef
alinan antijenler arasinda ¢ift sarmalli DNA ve histonlar yer alir (148). Bu self antijenleri
organizmanin genelinde yaygin bir sekilde bulunmasi, immiin yanitin sistemik bir 6zellik
kazanmasi ile ¢oklu organ tutulumuna yol agmaktadir (149). Bu baglamda, SLE yatkinlig1
icin hedef antijenlerin viicutta yaygin ekspresyonu, FcyRIIb varyantlarinin etkisini daha

belirgin kilmakla birlikte (150), antijen spesifik (DSG3) immiin yanitlarin 6n planda oldugu
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PV gibi hastaliklarda bu mekanizmanin etkisinin daha siirli  olabilecegini

distindiirmektedir.

Sonug olarak, FCGR2B geninin tizerindeki ¢.671T>C varyantinin ve HLA-DRB1 geni
allelik varyantlariin PV hastalifinda bir risk faktorii olup olmadigini arastirdigimiz bu
genetik iliski calismasinda, HLA-DRB1*04:02 ve HLA-DRB1*14:01 varyantlarinin PV
hastaligina yakalanmada olduk¢a yiiksek diizeyde risk olusturdugu ortaya koyulmustur.
Ayrica, bu iki allelin birlikteliginin (HLA-DRB1*04:02/14:01) bu riski ¢ok daha fazla
arttirdigin1  da belirlemis durumdayiz. Tez c¢alismamizin en 06zgin tarafi, HLA-
DRB1*04:02/14:01 genotipinin bildigimiz kadariyla ilk kez bu ¢alismada degerlendirilmis
olmasi ve bu genotipin, kompleks hastalik/genetik iligski ¢aligmalar1 agisindan bilinen ytiksek
risk oranlarindan birine karsilik gelmesidir. Ayrica, iilkemiz bazli yapilan HLA ve PV
iligkisi calismalarindan da yliksek ¢oziiniirliikli ve en genis orneklemli calisma olmasi
acisindan da ayrigmaktadir. Sonuglarimizin Tiirkiye popiilasyonuna ait PV hastaliginin
genetik etiyolojisini gostermesi agisindan da onemli oldugunu diisiinmekteyiz. FCGR2B
geni lizerindeki ¢.671T>C varyantinin SLE i¢in risk faktorii oldugu uzun yillardir yapilan
calismalarda ortaya koyulmustur. Bu varyantin, PV i¢in de bir risk faktorii olup olmadiginm
sorguladigimiz bu arastirmamizda, en azindan bu Orneklem miktariyla elde ettigimiz
sonuclara gore, herhangi bir risk iligkisi bulunamamistir. Giincel literatiir taramasi
yaptigimizda PV ile bu varyantin iligkisini arastiran ¢ok az sayida calismadan birisi de bu
tez ¢alismasidir. PV gibi otoimmiin hastaliklarda ¢cok daha fazla genetik risk faktoriiniin
olmasi beklenen bir durumdur ve ileride daha genis 6rneklem grubuyla yapilacak genetik

iliski ¢alismalarinin bu genetik risk faktorlerinin belirlenmesine katki saglayacagi da agiktir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu tez ¢alismasinda FCGR2B geninin tizerindeki ¢.671T>C varyantinin ve HLA-
DRB1 geni allelik varyantlarinin PV hastalifinda bir risk faktorii olup olmadig:
arastirtlmistir. Allelik bazda en giiclii iliski, DRB1*04:02 alleli ile saptandi ve bu allelin PV
hastalarinda kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede yiiksek frekansta bulundugu goriildi
(adj_p = 6.71x102; OR: 12.95; %95 CI: 7.40-24.57). Bir diger risk allelinin de
DRB1*14:01 oldugu ortaya ¢tkmistir (adj_p = 1.23x107; OR: 4.55; %95 CI: 2.35-8.74). Ote
yandan, DRB1*11:01 ve DRB1*16:01 allellerinin de PV i¢in koruyucu (azalmuis risk) oldugu

belirlenmistir.

Genotip diizeyinde ise, HLA-DRB1*04:02/14:01 genotipinin PV igin en yiiksek risk
oranina sahip oldugu bulundu (adj_p =2.20 x 10~°; OR=114.97 %95 CI: 6.86-1925.82). Bu
genotip riski bildigimiz kadariyla ilk kez bu ¢alismada degerlendirilmistir.

FCGR2B geninde yer alan ¢.671T>C polimorfizminin PV ile olasi iligkisi arastirildi,
yapilan istatistiksel analizler sonucunda bu varyant ile hastalik arasinda anlamli bir iligki
saptanamadi. Bununla birlikte, FcyRIIb reseptoriiniin B hiicreleri tizerindeki inhibitor rolii
ve immiin toleransin saglanmasindaki kritik islevi goz oniinde bulunduruldugunda, soz
konusu varyantin, bagisiklik yanitlarinin modiilasyonunda fonksiyonel etkiler gdstererek
Immiin toleransin bozulmasinda bir etken olabilecegi -SLE hastaligindaki etkisi ve yatkinligi
artirmasi goz oniine alindiginda- makul bir sorudur. Bu nedenle, ¢.671T>C varyantinin PV
tizerinde bir etkisi varsa, bu etkinin ortaya c¢ikartilmasi i¢in ¢ok daha fazla 6rneklemli

caligmalarin gerektigi diistinmekteyiz.

HLA-DRB1*04:02/14:01 alleli tasiyan smif II reseptorlerinin in-Siliko olarak
modellenmesi ve DSG3/1 proteinin EC 1/2 gibi, otoantikorlarin baglandigi antijenik
peptitlerinin belirlenip molekiiler dinamik simiilasyonlar kullanilarak analiz edilmesi, PV
gelisiminde bu reseptdr/antijen kompleksinin dinamiginin daha iyi anlagilmasini saglayabilir
diye diisiinmekteyiz. Bir diger arastirilmay1 bekleyen husus, PV’de DSG3 ve DSG1 e kars1
otoantikorlar1 iireten asil tetikleyici mekanizmanin ne oldugudur. Bu konuda molekiiler
mimikri, beslenme, ilaglar vs gibi birgok faktor ileri siirlilmiisse de heniiz tatmin edici

(deneysel ve in-siliko analizlerle desteklenmis) bir agiklama ya da hipotez bulunmamaktadir.
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Ek 1. Gonillii Olur Formu

Arastirmanin  Adi:  “Pemfigus vulgaris hastalarinda FCGR2B ve HLADRBI1 gen
varyantlarinin hastaliga etkisinin arastirilmas1”

Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu
Sayin,

Karadeniz Teknik Universitesinde Deri ve Ziihrevi Hastaliklar1 Anabilim Dalinda “Pemfigus
vulgaris hastalaninda FCGR2B ve HLADRBI gen varyantlarimin hastaliga etkisinin
arastirtlmasy’ isimli bir aragtirma yiritilmektedir. Olgu-kontrol desenli bu calismamiz,
pemfigus vulgaris hastalarinda ve saglikli goniilliilerde hastaligin  genetik yatkinligi
hakkindadir. Bu konuda daha genis fikir sahibi olabilmek icin, hastaliga zemin hazirladigin
diistindtigiimiiz FCGR2B geninde ¢esitli degisimleri arastirmay: ve bunlarin, yine hastalikta
degeri ortaya konmus HLADRBI1 doku alt tipleri ile iligkisini degerlendirmeyi hedefledik.
Bunun i¢in sizden 1 adet biyokimya tiiptine alinmig 5-10 ml kan 6regine ihtiyacimiz vardir.
Aragtirma ile ilgili olarak sizin, onam verme ve bir adet biyokimya tiipiine alinacak kan 6rnegi
verme diginda baska sorumlulugunuz bulunmamaktadir. Bu 6rnekten DNA izole edilecek ve
DNA’niz bu ¢alisma igin kullanilacaktir. Calismamiz KTU Tip Fakiiltesi Deri ve Ziihrevi
Hastaliklar1 Anabilim Dali Klinigi ve KTU Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim

Dal1 tarafindan yiirttiilecektir.

Calismaya alinan pemfigus vulgaris tanili bireylerin adi, soyadi, cinsiyeti, yasi, hastaligina
iliskin detaylar (baslangi¢ yasi, tedaviye yaniti, hastalik tutulum boélgeleri, anti-desmoglein
antikor diizeyleri vb.), aliskanliklar1 (sigara, alkol, vd.) kaydedilecektir. Calisma siiresince
birlikte kullanimmin sakincali oldugu ilag ve besin bulunmamaktadir. Hasta onamini geri
¢ekmesi durumunda c¢aligmadan ¢ikarilabili. Bu c¢alismada herhangi bir tedavi
uygulanmamaktadir. Bu arastirmada yer almaniz nedeniyle size hi¢bir o6deme
yapilmayacaktir. Bu arastirmada yer almak tamamen sizin isteginize baghdir.
Aragtirmada yer almayi reddedebilirsiniz ya da herhangi bir asamada arastirmadan
ayrilabilirsiniz. Uygulama stiresi boyunca, zorunlu olarak arasgtirma dis1 ilag almak
durumunda kaldiginizda sorumlu aragtiricty1 6nceden bilgilendirmek i¢in, arastirma hakkinda
ek bilgiler almak i¢in ya da ¢aligma ile ilgili herhangi bir bilgi almak i¢in Arastirma Gorevlisi
Dr. Hande Ermis Akkus’a bagvurabilirsiniz. Aragtirmanmn sonuglari yalnizca bilimsel

amagla kullanilacaktir.
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Ek 1. (Devam)

Calismaya Katilma Onayi:

Yukarida yer alan ve arastirmaya baslanmadan once gonilliiye verilmesi gereken bilgileri
gosteren bir sayfalik metni okudum/sozlii olarak dinledim. Akhma gelen tiim sorular:
arastiriciya sordum, yazili ve sozlii olarak bana yapilan tiim aciklamalari ayrintilariyla
anlamis bulunmaktayim. Calismaya katilmay isteyip istemedigime karar vermem i¢in bana
yeterli zaman tanindi. Bu kosullar altinda, bana ait tibbi bilgilerin gozden gecirilmesi, transfer
edilmesi ve islenmesi konusunda arastirma yiiriitiicisiine yetki veriyor ve soz konusu
arastirmaya iliskin bana yapilan katilim davetini hi¢bir zorlama ve baski olmaksizin biiyiik bir
gonilluliik icerisinde kabul ediyorum. Bu formu imzalamakla yerel yasalarin bana sagladigi

haklar1 kaybetmeyecegimi biliyorum.

Bu formun imzali ve tarihli bir kopyasi bana verildi.

GONULLUNUN IMZASI

ADI &
SOYADI

ADRESI

TEL. & FAKS

TARIH

VELAYET VEYA VESAYET ALTINDA BULUNANLAR ICIN VELI VEYA VASININ iMZASI

ADI &
SOYADI

ADRESI

TEL. & FAKS

TARIH

ARASTIRMA EKIiBi DISINDAN YETKIN BiR HEKIM IMZASI

ADI &
SOYADI

TARIH

GEREKTIGI DURUMLARDA TANIK IMZASI

ADI &
SOYADI

GOREViI

TARIH
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Ek 2. Etik Kurul Onay Belgesi

" T.C:

KTU KARADENIZ TEKNIK UNIVERSITESI REKTORLUGU

e TIP FAKULTESI BILIMSEL ARASTIRMALAR
ETIK KURULU

sayr: 24237859- 33{ | 29.04.2022
Konu: Etik Kurul Onayi

Sayn; Dr. Ogr. Uyesi Bayram TORAMAN
Tibbi Biyoloji ABD

“Pemfigus Vulgaris Hastalarinda FCGR2B ve HLA-DRBI Gen Varyantlarinin
Hastaliga Etkisinin Aragtinlmasi” baslikli etik kurul 2022/51 protokol numaral caligma
onerisi raportor ve etik kurul goriisleri dogrultusunda; tibbi etik agidan uygun olduguna karar

verilmigtir.
! CLT-L‘\
Tj

Prof. Dr. Faruk AYDIN

Bilginizi ve geregini rica ederim.

Etik kurul Bagkani
Ek: 1 adet onay belgesi
« Aynintili Bilgi Igin Irtibat
61080 — Trabzon / TURKIYE Serafettin YILMAZ
Tel: +90 (462) 377 5403 Faks:+90(462)325 2270 Elektronik Ag: www.ktu.edu.tr & posta:

serafettinyimaz@ktu.edu.tr
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Ek 2. (Devam)

KTU TIP FAKULTESI BILIMSEL ARASTIRMALAR
ETiK KURULU KARAR FORMU

“Pemfigus Vulgaris Hastalarnda FCGR2B ve HLA-DRBI Gen
ARSI G Varyantlarinin Hastaliga Etkisinin Arastirilmasi”

ARASTIRMANIN
PROTOKOL/PLAN Kopu | 2022 /51

KOORDINATOR/SORUMLU b .
ARASTIRMACI Dr. Ogr. Uyesi Bayram TORAMAN
UNVANI/ADI/SOYADI
KOORDINATOR/SORUMLU
ARASTIRMACININ Tibbi Biyoloji
UZMANLIK ALANI

TEZ SAHIBIDIGER | Ars Gor.Dr.Hande ERMIS AKKUS, Dog¢.Dr.Deniz AKSU ARICA,
ARASTIRICILAR,

UNVANUADUSOYADI | D0¢.Drleyla BAYKAL SELCUK, Prof.Dr.Savag YAYLI,
Prof.Dr.Ahmet MENTESE

DESTEKLEYICI

RATIOTIE NAAASVE

ARASTIRMANIN NITELIGI

ARASTIRMANIN TURU TEZ O AKADEMIK AMAGLI ]

ARASTIRMAYA KATILAN TEK MERKEZ COK MERKEZLI ULUSAL
MERKEZLER X O

S Versiyon S
Belge Adx Tarihi Numarssi Dili

ARASTIRMA PROTOKOLU/PLANI .
Tirkee [X]  ingilizce [] Diger []

BILGILENDIRiLMiS GONULLU OLUR FORMU .
Tirkee []  ingilizee [] Diger []

OLGU RAPOR FORMU

DEGERLENDIRILEN

BELGELER

Tirkge []  ingilizce [] Diger []

Belge Adi Aciklama

TURKCE ETIKET ORNEGI O
SIGORTA

ARASTIRMA BUTCESI

BIYOLOJIK MATERYEL TRANSFER FORMU
ILAN

YILLIK BILDIRIM O
SONUC RAPORU O
GUVENLILIK BILDIRIMLERIT

DIGER: O

DEGERLENDIRILEN DiGER

BELGELER

Sayfa 1
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Ek 2. (Devam)

KTU TIP FAKULTESI BILIMSEL ARASTIRMALAR
ETIK KURULU KARAR FORMU

Karar No: 5 Tarih: 25.04.2022

Dr.Ogr.Uyesi Bayram TORAMAN’n sorumlulugunda yiriitiilmesi planlanan “Pemfigus Vulgaris Hastalarmda FCGR2B
ve HLA-DRBI1 Gen Varyantlarinin Hastaliga Etkisinin Arastiriimast” baslikli 2022/51 no.lu ve yukarida bagvuru bilgileri
verilen aragtirma/tez basvuru dosyasi ile ilgili belgeler arastirmanin gerekge, amag, yaklagim ve yontemleri dikkate

alinarak incelenmis, gergeklestirilmesinde etik sakinca bulunmadigina; toplantiya katilan etik kurul iiyelerinin oy birligi
ile karar verilmistir.

KARAR BILGILERI

KTU TIP FAKULTESI BILIMSEL ARASTIRMALAR ETiK KURULU KARAR FORMU
| CALISMA ESASI Klinik Aragtirmalar Hakkinda Yonetmelik, Iyi Klinik Uygulamalari Kilavuzu
BASKANIN UNVANI/ ADI/ SOYADI: | Prof. Dr. Faruk AYDIN

Unvani/Ad/Soyadi Uzmanhk Kurumu Cinsiyet Tliski * Katihm ** imza
Alam
Tibbi KTU Tip EX (KO [E0 [uX [EX [HO
Prof. Dr. Faruk AYDIN Mikrobiyoloji | Fakiiltesi [isis
Bagkan:
Plastik, KTU Tip EN kO [0 |[HX |EX |[HO \
Prof. Dr. Murat LIVAOGLU Rekons. ve Fakilltesi A
Bagkan Yrd.: Estetik Cer. \
KTU Tip EX [KO [e0d [HX |[EX |HO N Ve
Prof. Dr. S. Murat KESIM Tibbi Fakiiltesi R
Raportor: Farmakoloji A ]\j\/
i KTU Tip EX (kKO [EO [HX [EX |[HO
Prof. Dr. Yilmaz BULBUL Gogiis Fakiiltesi \
Uye: Hastaliklari WAN 4
KTU Tip EX [KO [e0 [HX [EX 8O \ A
Prof. Dr. Murat CAKIR Cocuk Sagligi | Fakiiltesi -
Uye: ve Hastaliklar

KTU Tip EQ [KX [EO [HN [EX D%
Prof. Dr. Safak ERSOZ Tibbi Patoloji | Fakilltesi

Uye: [‘4'

KTU Tip EX [KO [0 [HXN |EX [HO

Prof. Dr. Nazim Erciiment Halk Saghig1 Fakiiltesi

BEYHUN

Uye: ) 7 )
KTU Tip E] [KX |[EO [HX [EX |[HO 7

Dog. Dr. Demet SAGLAM Ruh Saghg Fakiiltesi =4 / Q

AYKUT ve Hastaliklar

Uye:

KTU Tip EX [KO [EO [HX [EX [HO

Dr. Ogr. Uyesi Hiiseyin Tibbi Fakiiltesi
YAMAN Biyokimya
Uye:

*
*%

]

:Aragtirma ile iligki
:Toplantida Bulunma

Sayfa 2
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Ek 3. Kontrol ve Hasta Genotipleri Tablosu

Genotip Kontrol Hasta a b ¢ d p adjp OR %95 ClI

[y

DRB1*01:01+DRB1*01:01 05 15 915 1995 1 1 0,72678 0,03-18,01
DRB1*01:01+DRB1*03:01 0,5 3,5 91,5 197,5 0,55449 1 0,30835 0,02-6,03
DRB1*01:01+DRB1*04:01 05 45 915 196,5 0,31317 1 0,23862 0,01-4,48
DRB1*01:01+DRB1*04:02 55 0,5 86,5 2005 0,00277 0,0934 25,4971 1,39-466,21
DRB1*01:01+DRB1*04:08 05 15 915 1995 1 1 0,72678 0,03-18,01
DRB1*01:01+DRB1*07:01 05 15 915 1995 0,72678 0,03-18,01
DRB1*01:01+DRB1*09:01 05 25 915 1985 0,43388 0,02-9,13
DRB1*01:01+DRB1*10:01 05 15 915 1995 0,72678 0,03-18,01
DRB1*01:01+DRB1*11:01 05 15 915 1995 0,72678 0,03-18,01
DRB1*01:01+DRB1*11:04 05 25 915 1985 1 0,43388 0,02-9,13
DRB1*01:01+DRB1*14:01 15 15 905 1995 0,52838 2,20442 0,23-21,48
DRB1*01:01+DRB1*14:04 15 05 90,5 20055 0,31271 6,64641 0,27-164,74
DRB1*01:01+DRB1*15:01 05 15 915 1995 1 0,72678 0,03-18,01
DRB1*01:01+DRB1*15:02 05 25 915 1985 1 0,43388 0,02-9,13
DRB1*01:01+DRB1*16:01 05 25 915 1985 1 0,43388 0,02-9,13
DRB1*01:02+DRB1*04:02 15 05 90,5 2005 0,31271 6,64641 0,27-164,74
DRB1*01:02+DRB1*04:04 05 15 915 1995 1 0,72678 0,03-18,01
DRB1*01:02+DRB1*11:01 05 15 915 1995 1 0,72678 0,03-18,01
DRB1*01:02+DRB1*11:03 05 15 915 1995 1 0,72678 0,03-18,01
DRB1*01:02+DRB1*14:04 15 05 90,5 2005 0,31271 6,64641 0,27-164,74
DRB1*03:01+DRB1*04:02 35 25 885 1985 0,1785 3,14011 0,61-16,22
DRB1*03:01+DRB1*04:04 05 15 915 1995 1 0,72678 0,03-18,01
DRB1*03:01+DRB1*04:05 05 25 915 1985 1 0,43388 0,02-9,13
DRB1*03:01+DRB1*04:06 05 15 915 1995 1 0,72678 0,03-18,01
DRB1*03:01+DRB1*07:01 05 25 915 1985 1 0,43388 0,02-9,13
DRB1*03:01+DRB1*08:03 05 15 915 1995 1 0,72678 0,03-18,01

1

1

1

1
1
1
1

DRB1*03:01+DRB1*09:01 05 15 915 1995 0,72678 0,03-18,01
DRB1*03:01+DRB1*10:01 05 25 915 1985 0,43388 0,02-9,13
DRB1*03:01+DRB1*11:01 05 25 915 1985 0,43388 0,02-9,13
DRB1*03:01+DRB1*13:01 05 15 915 1995 1 0,72678 0,03-18,01
DRB1*03:01+DRB1*13:02 05 35 915 1975 0,55449 0,30835 0,02-6,03
DRB1*03:01+DRB1*13:03 05 15 915 1995 1 0,72678 0,03-18,01
DRB1*03:01+DRB1*14:01 2,5 2,5 89,5 1985 0,59162 2,21788 0,38-13,03
DRB1*03:01+DRB1*15:01 05 15 915 1995 1 0,72678 0,03-18,01
DRB1*03:01+DRB1*16:01 05 15 915 1995 1 0,72678 0,03-18,01
DRB1*04:01+DRB1*04:08 055 35 915 1975 0,55449 0,30835 0,02-6,03
DRB1*04:01+DRB1*08:03 05 25 915 1985 1 0,43388 0,02-9,13
DRB1*04:01+DRB1*10:01 05 15 915 1995 1 0,72678 0,03-18,01
DRB1*04:01+DRB1*11:01 0,5 3,5 91,5 197,5 0,55449 0,30835 0,02-6,03
DRB1*04:01+DRB1*11:04 05 15 915 1995 1 0,72678 0,03-18,01
DRB1*04:01+DRB1*13:02 05 15 915 1995 1 0,72678 0,03-18,01
DRB1*04:01+DRB1*14:04 15 05 90,5 20055 0,31271 6,64641 0,27-164,74
DRB1*04:01+DRB1*16:02 05 15 915 1995 1 0,72678 0,03-18,01
DRB1*04:02+DRB1*04:02 25 15 895 1995 0,23137 3,71508 0,48-28,56

B R O R P WERENWRRNRERWOWRERNDMNDNRERRNDNEPENRENORERERERONININIERORINIERIRERDNIERIREPROLMNW
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Ek 3. (devam)

DRB1*04:02+DRB1*04:03
DRB1*04:02+DRB1*08:03
DRB1*04:02+DRB1*10:01
DRB1*04:02+DRB1*11:01
DRB1*04:02+DRB1*11:03
DRB1*04:02+DRB1*11:04
DRB1*04:02+DRB1*13:01
DRB1*04:02+DRB1*13:02
DRB1*04:02+DRB1*13:03
DRB1*04:02+DRB1*14:01
DRB1*04:02+DRB1*14:04
DRB1*04:02+DRB1*15:01
DRB1*04:02+DRB1*15:02
DRB1*04:02+DRB1*16:01
DRB1*04:03+DRB1*07:01
DRB1*04:03+DRB1*08:04
DRB1*04:03+DRB1*13:01
DRB1*04:03+DRB1*13:03
DRB1*04:03+DRB1*14:01
DRB1*04:03+DRB1*15:01
DRB1*04:03+DRB1*16:01
DRB1*04:04+DRB1*07:01
DRB1*04:04+DRB1*13:01
DRB1*04:04+DRB1*14:01
DRB1*04:05+DRB1*07:01
DRB1*04:05+DRB1*10:01
DRB1*04:05+DRB1*11:01
DRB1*04:05+DRB1*13:02
DRB1*04:07+DRB1*13:02
DRB1*04:07+DRB1*16:01
DRB1*04:08+DRB1*13:01
DRB1*07:01+DRB1*07:01
DRB1*07:01+DRB1*10:01
DRB1*07:01+DRB1*11:01
DRB1*07:01+DRB1*11:04
DRB1*07:01+DRB1*13:01
DRB1*07:01+DRB1*13:02
DRB1*07:01+DRB1*13:03
DRB1*07:01+DRB1*14:01
DRB1*07:01+DRB1*15:01
DRB1*07:01+DRB1*15:02
DRB1*07:01+DRB1*16:01
DRB1*08:01+DRB1*14:01
DRB1*08:02+DRB1*13:03
DRB1*08:02+DRB1*15:02

6,5 05 855 2005 0,00083 0,0375 30,4854 1,70-547,22
25 15 895 1995 0,23137 1 3,71508 0,48-28,56
15 15 90,5 199,5 0,52838 1 2,20442  0,23-21,48
35 25 885 1985 0,1785 1 3,14011 0,61-16,22
15 05 90,5 2005 0,31271 1 6,64641 0,27-164,74
45 45 875 1965 0,26269 1 2,24571  0,59-8,50
45 05 875 2005 0,00913 0,2466 20,6229 1,10-387,21
6,5 05 855 2005 0,00083 0,0375 30,4854 1,70-547,22
05 25 915 1985 1 1 0,43388  0,02-9,13
20 205 05 715 2005 1,6E-11 2E-09 114,972 6,86-1925,82
15 05 90,5 2005 0,31271 1 6,64641 0,27-164,74
45 15 875 1995 0,03459 0,6671 6,84 1,06-44,15
05 15 915 1995 1 1 0,72678 0,03-18,01
05 15 915 1995 1 0,72678 0,03-18,01
05 25 915 1985 1 0,43388 0,02-9,13
05 15 915 1995 1 0,72678 0,03-18,01
15 05 905 2005 0,31271 6,64641 0,27-164,74
05 15 915 1995 1 0,72678 0,03-18,01
05 25 915 1985 0,43388 0,02-9,13
05 25 915 1985 0,43388 0,02-9,13
05 15 915 1995 0,72678 0,03-18,01
05 15 915 1995 0,72678 0,03-18,01
05 15 915 1995 1 0,72678 0,03-18,01
15 05 905 2005 0,31271 6,64641 0,27-164,74
05 15 915 1995 1 0,72678 0,03-18,01
05 15 915 1995 0,72678 0,03-18,01
05 15 915 1995 0,72678 0,03-18,01
05 15 915 1995 0,72678 0,03-18,01
05 25 915 1985 0,43388 0,02-9,13
05 15 915 1995 0,72678 0,03-18,01
05 15 915 1995 0,72678 0,03-18,01
15 45 90,5 196,5 0,72376  0,11-4,67
05 15 915 1995 1 0,72678 0,03-18,01
05 55 915 1955 0,32944 0,19424  0,01-3,55
15 25 90,5 1985 1 1,31602 0,17-10,12
05 15 915 1995 1 0,72678 0,03-18,01
05 35 915 197,5 0,55449 0,30835 0,02-6,03
05 15 915 1995 1 0,72678 0,03-18,01
15 25 90,5 1985 1 1,31602 0,17-10,12
05 45 915 1965 0,31317 0,23862 0,01-4,48
15 05 905 2005 0,31271 6,64641 0,27-164,74
05 25 915 1985 1 0,43388 0,02-9,13
15 05 905 2005 0,31271 6,64641 0,27-164,74
05 15 915 1995 1 0,72678 0,03-18,01
05 15 915 1995 1 0,72678 0,03-18,01
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Ek 3. (devam)

DRB1*08:03+DRB1*11:01
DRB1*08:03+DRB1*13:02
DRB1*08:03+DRB1*14:01
DRB1*08:04+DRB1*10:01
DRB1*08:04+DRB1*11:01
DRB1*09:01+DRB1*11:04
DRB1*09:01+DRB1*13:01
DRB1*09:01+DRB1*15:01
DRB1*10:01+DRB1*11:01
DRB1*10:01+DRB1*11:04
DRB1*10:01+DRB1*14:01
DRB1*10:01+DRB1*16:01
DRB1*11:01+DRB1*11:01
DRB1*11:01+DRB1*11:04
DRB1*11:01+DRB1*13:01
DRB1*11:01+DRB1*13:03
DRB1*11:01+DRB1*13:05
DRB1*11:01+DRB1*14:01
DRB1*11:01+DRB1*15:01
DRB1*11:01+DRB1*15:02
DRB1*11:01+DRB1*16:01
DRB1*11:03+DRB1*11:03
DRB1*11:03+DRB1*11:04
DRB1*11:03+DRB1*13:01
DRB1*11:04+DRB1*11:04
DRB1*11:04+DRB1*11:11
DRB1*11:04+DRB1*14:01
DRB1*12:01+DRB1*13:01
DRB1*12:01+DRB1*15:02
DRB1*13:01+DRB1*13:01
DRB1*13:01+DRB1*13:03
DRB1*13:01+DRB1*14:01
DRB1*13:01+DRB1*15:01
DRB1*13:01+DRB1*15:02
DRB1*13:02+DRB1*14:01
DRB1*13:03+DRB1*14:01
DRB1*13:03+DRB1*16:01
DRB1*14:01+DRB1*15:01
DRB1*14:01+DRB1*16:01
DRB1*15:01+DRB1*15:01
DRB1*15:01+DRB1*16:01
DRB1*15:02+DRB1*15:02
DRB1*15:02+DRB1*16:01
DRB1*16:01+DRB1*16:01

05 15 915 1995 1
05 25 915 1985 1
15 05 905 2005 0,31271
15 05 905 2005 0,31271
05 15 915 1995 1
05 25 915 1985
05 25 915 1985
05 15 915 1995
05 15 915 1995
05 15 915 1995
05 15 915 1995
05 15 915 1995 1
05 35 915 197,5 0,55449
15 05 905 2005 0,31271
05 15 915 1995 1
05 15 915 1995
05 15 915 1995
15 45 905 196,55
15 45 905 196,55
05 25 915 1985
05 25 915 1985
05 15 915 1995
05 25 915 1985
05 15 915 1995 1
15 125 90,5 188,5 0,07006
15 05 905 2005 0,31271
05 15 915 1995 1
05 15 915 1995 1
05 15 915 1995 1
05 25 915 1985 1
05 25 915 1985 1
15 15 905 1995 0,52838
05 15 915 1995 1
05 25 915 1985 1
15 05 905 2005 0,31271
05 15 915 1995 1
05 25 915 1985 1
15 15 905 1995 0,52838
05 15 915 1995 1
05 75 915 1935 0,10278
05 35 915 197,5 0,55449
05 15 915 1995 1
05 15 915 1995 1
05 45 915 1965 0,31317

0,72678 0,03-18,01
0,43388 0,02-9,13
6,64641 0,27-164,74
6,64641 0,27-164,74
0,72678 0,03-18,01
0,43388 0,02-9,13
0,43388 0,02-9,13
0,72678 0,03-18,01
0,72678 0,03-18,01
0,72678 0,03-18,01
0,72678 0,03-18,01
0,72678 0,03-18,01
0,30835 0,02-6,03
6,64641 0,27-164,74
0,72678 0,03-18,01
0,72678 0,03-18,01
0,72678 0,03-18,01
0,72376  0,11-4,67
0,72376  0,11-4,67
0,43388 0,02-9,13
0,43388 0,02-9,13
0,72678 0,03-18,01
0,43388 0,02-9,13
0,72678 0,03-18,01
0,24994  0,05-1,38
6,64641 0,27-164,74
0,72678 0,03-18,01
0,72678 0,03-18,01
0,72678 0,03-18,01
0,43388 0,02-9,13
0,43388 0,02-9,13
2,20442 0,23-21,48
0,72678 0,03-18,01
0,43388 0,02-9,13
6,64641 0,27-164,74
0,72678 0,03-18,01
0,43388 0,02-9,13
2,20442 0,23-21,48
0,72678 0,03-18,01
0,14098 0,01-2,50
0,30835 0,02-6,03
0,72678 0,03-18,01
0,72678 0,03-18,01
0,23862 0,01-4,48
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OZGECMIS

KiSiSEL BILGILER
Soyadi, Ad1 : KASAP Burak Kaan
Uyrugu : T.C.

Dogum Tarihi ve Yeri : TRABZON

Telefon

E-Posta

Yazisma Adresi (is)
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