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TURKIYE'DE HLA-C ALEL DAGILIMI

Giiher SARUHAN DIRESKENEL]*

OZET

Insan genomunun en degisken bolgesini major histokompatibilite kompleksi (MHC) olugturmakta-
dir. MHC de yer alan genlerin gen frekanslar, farkli etnik gruplarda farkl dagilim ozellikleri g&s-
termektedir.

Tiirkiye popiilasyonundaki HLA-C dagimmm gen diizeyinde aragtirmayr amaglayan bu galismada
toplam 153 kisiden toplanan DNA &rneklerinde HLA-C incelenmis, yontem olarak polimeraz zin-
cir reaksiyonu (PZR) ve diziye 6zgii oligoniikleotitlerle hibridizasyon (DOOH) uygulanmustir.

HLA-C lokusunda en sik rastlanan aleller Cw*04 (0,176), *0701/5 (0,114), *0202 (0,111}, *0602
(0,082), *0702 (0,075) ve *0102/3 (0,068) dir.

Caligmada Tiirkiye popiilasyonunda serolojik olarak degerlendirilemeyen HLA-C'nin dagilim 6zel-
likleri belirlenmis, Ttirkiye'deki dagilim komsu ve diger diinya popiilasyonlar ile kargilagtilmag-
tir. Dagilim zellikleri agisindan Tiirkiye diger Akdeniz iilkeleri ile yakin ézellikler géstermistir.

Anahtar kelimeler: HLA-C, MHC, Tiirkiye

SUMMARY

Distribution of HLA-C alleles in Turkey. The most polymorphic region of the human genome is
the major histocompatibility complex (MHC). The allelic frequencies of genes within MHC show
remarkable differences between different ethnic groups. With the advances in the methods, the dif-
ferences are detected more precisely. The pattern of the allelic distribution in different HLA loci is
investigated around the world, to complete a HLA map.

The aim of this study was to investigate the HLA-C distribution in the population of Turkey at the
gene level by using recently developed methods. The DNA samples of 153 unrelated Turkish indi-
viduals are investigated by polymerase chain reaction and sequence specific oligonucleotide hybri-
dizations. Using this method HLA-C region is evaluated.

The most frequently detected alleles at HLA-C locus were Cw*04 (0,176), *0701/5 (0,114), #0202
(0,111}, *0602 (0,082), #0702 (0,075) and *0102/3 (0,068).

The study has provided a pattern of distribution of HLA-C alleles in the population of Tﬁrkey. The

distribution of alleles has shown common features with other Mediteranean populations.
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GIRiS

Major histokompatibilite kompleksi (MHC)
6.kromozomda yer alan genig bir gen bolge-
sini olugturur. Bu boélgede kodlanan HLA
molekiillerinin immun sistemdeki iglevsel
onemi ve genetik diizeyde polimorfik 6zelli-
gi agilarindan bu genler yogun sekilde arag-
tirilmaktadir. MHC genleri insanda bilinen
en genig polimorfizm 6rnedini olusturur ®),

Insanda 6.kromozomun kisa kolu iizerinde
bulunan MHC kendi iginde alt bolgelere ay-
rilarak incelenmekte, her alt bolge islevsel

olarak da bir grup olugturan HLA proteinle-
rini kodlayan genleri igermektedir. MHC s1-
mif I bolgesinde klasik olarak bilinen HLA-
A, HLA-B, HLA-C gibi transplantasyon an-
tijen lokuslar1 yaninda HLA-E, HLA-F,
HLA-G, HLA-H, HLA-J, HLA-K ve HLA-
L adin: alan ve "klasik olmayan" gen lokus-
lart da tammmlanmustir. Bu genlerden HLA-A
lokusu igin 85, HLA-B lokusu igin 171 ve
HLA-C igin 39 kadar alel tanimlanmigtir.
Her alel bir HLA sinif T molekiiliiniin gli-
koprotein zincirini (o zinciri) belirlemekte,
bir tek glikoproteine kaynaklik etmektedir,
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MHC sinif I bolgesinde yer alan ve yaklagik
4-5 kb uzunluk kaplayan genler yapisal ola-
rak 7 ya da 8 eksondan olugurlar, Bunlardan
simif I molekiiliintin o zincirinin peptit bag-
layan degisken bolgesini belirleyen (1 "do-
main" ini ekson II ve o2 "domain"ini ekson
III kodlar. a3 "domain"i ise ekson IV de
kodlanir. Bu eksonlar yaklagik 270 baz ¢ifti
uzunlugundadir ve simf I agir zincirinde go-
riilen 3 hiicredis1 "domain"” yapisina uygun-
Iuk gosterirler.,

Genomik diizeyde MHC nin incelenmesi
icin gelisen molekiiler yontemler bu genlere
uyarlanarak tiplendirme metodlari geligtiril-
mistir. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)-
diziye 6zgii oligoniikleotid proplarla hibridi-
zasyon (DOOH) genom tizerinde tek kopya
olarak bulunan MHC bélgesinin ¢ok miktar-
da arttirilmasini ve DNA dizisinin arastirila-
bilmesini saglamigtir. PZR sonrasi iriin
farkli alelik dizilere komplementer oligo-
niikleotid proplarla hibridize edilerek tagidi-
g1 dizi saptanabilmektedir. Kullanilan ¢ok
sayida proptan niikleotid dizileri alellerle
tam uyumlu (komplementer) olanlarin reak-
siyonlarina gore alel ¢esitliligi ayirdedilebil-
mektedir.

Sinif I genlerinde ekson IT ve ekson III ii si-
nirlayan bolgede lokusa 6zgii dizilerin bu-
lunmamasi bu yontemin uygulanmast igin
uygun primer bulunmasint zorlagtirmigtir,
Bu sorun intronlar1 da kapsayacak sekilde
secilen primer ¢iftlerinin kullanilmasi ya da
2 den ¢ok primer ¢iftinin ayn1 zamanda kul-
lanilmasi ile agilabilmigtir ),

Bu ¢alismada Ttirkiye'de normal saglikli po-
piilasyonda HLA dagilimi ile ilgili ¢aligma-
lartmizi HLA-C lokusuna genisletmeyi
amagladik. PZR-DOOP hibridizasyon yonte-
mini HLA-C bolgesine uyarlayarak seroloji
ile ancak ¢ok az sayida ayrigtirilabilen bu lo-
kusun polimorfizmini ilk kez DNA diizeyin-
de inceledik.
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MATERYAL ve METOD

ORNEK GRUBU:

Donérler Istanbul'da yagayan, karisik etnik
kokenli poplilasyona 6rnek olmak iizere Ki-
ztlay Kan Merkezine kan bagislayan donér-
ler ve Tstanbul Tip Fakiiltesi ¢alisanlarindan
rastgele secildi. Bu segim yapilirken Istanbul
yoresinde yasayan insanlarim, Istanbul'un 6z-
glin nitelikleri goz oniine almarak, Tiirkiye
popiilasyonunu yansitmak acisindan oldukga
uygun bir grup olusturdugu varsayimina da-
yanild1. Donérlerin kadin/erkek oran: 89/64
yas ortalamasi 29.8 idi.

DNA Hazirlanmasr:

Toplanan tiim antikoagiile edilmis kan 6r-
neklerinden (%1 EDTA igeren) tuzla ¢6kelt-
me yontemi ile DNA izole edildi. DNA 6r-
nekleri spektrofotometrik yontemlerle prote-
in igerikleri ve DNA konsantrasyonlari agi-
sindan olciildi. Tiim DNA larin konsantras-
yonlarini esitlemek ve DNA stoklarinit koru-
mak amaciyla DNA sulandirimlarr (30
pg/ml) hazirlands.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu:

HLA-C nin « zincirini kodlayan gen lokusu-
na 6zgii primer cifti kullanilarak PZR yapil-
d1 ve elde edilen iiriinler hibridizasyon de-
neylerinde kullanildi. PZR de 5' primeri ola-
rak 5CInl1-61 (intron 1-42:AGC GAG
GG/TG CCC GCC CGG CGA) ve 3' primeri
olarak 3CIn3-12 (intron 3-12: GGA GAT
GGG GAA GGC TCC CCA CT) kullamldi-
ginda 909 baz ¢ifti uzunlugunda bir iiriin el-
de edildi. Bu iirtin C lokusunun 1.intronun-
dan baslayarak 2.ekson, 2.intron, 3.ckson ve
3.intronun bir kismini iceren bolgeyi iger-
mektedir.

PZR optimizasyonu ile saptanan deney ko-
sullarina gore PZR de 1x reaksiyon tamponu
(10x Tampon: 750 mM Tris-HCI (pH9), 200
mM (NH4)»SO4, %0.1 Tween), dNTP p200
(M), MgClz (1.5 mM), 5' ve 3' primerler (0.2
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pM), enzim (Taq polimeraz, 1 iinite /40 pl)
(Promega, ABD), ve DNA (100 ng) kullanil-
di. Bu reaksiyon karigimi 96°C de 3' denatii-
re edildikten sonra 96°C de 30", 64°C de 1'
ve 72°C de 1'dan olugan dongliniin 30 kez
tekrarlandig1 programla gerceklestirildi, El-
de edilen iiriiniin uzunlugu agisindan bekle-
nene uygunlugu agaroz jel (Tris-Borik asit-
EDTA (TBE) tamponunda %1.5 agaroz) ile
arastirildi.

Ornek DNA lar ile birlikte C lokusundaki
alelleri bilinen kontrol DNA ornekleri (12
adet) de cogaltildi ve PZR iiriinleri C lokusu
icin tanimlanan toplam 26 adet diziye 0zgii
ve biotinle isaretli propla hibridizasyona
alind1 (Tablo 1). Ozgiin olmayan reaksiyon
gosteren ya da kontrol ornekleriyle de pozi-
tiflik gostermeyen proplarla deneyler tekrar-
land1.

Hibridizasyon deneyleri

Hibridizasyon deneylerinde kullamilan ve
HLA-C lokusuna 6zgii biotin igaretli proplar
ve PZR iiriinleri ile beklenen reaksiyon pa-
ternleri Tabloda gosterilmigtir (Tablo 1).
HLA-C lokusunun hibridizasyon deneyleri
Kennedy ve arkadaglarinin ©) ¢nerdigi pro-
tokole gore her lokusda uygun prop seti ile
radyoaktif olmayan isaretleme ve gosterme
(detection) tiim proplar icin yapildi. Isitma
yoluyla denatiire edilen PZR {iriinlerinin 3 pl
si pozitif ytiklii naylon membranlara damla-
tilarak emdirildi ve 5' UV ye maruz birakila-
rak ile membranlara baglandi. Deneylerde
42°C de 30" hibridizasyon tamponu ile (HT:
5xSSC (20XSSC: 3M Na(l, 0.3 M sodyum
sitrat), %0.5 bloke edici madde (blocking
agent=BA, Amersham), %0.1 N-lauroyl-sar-
cosine, % 0.02 sodyum dodesil sulfat (SDS))
Onhibridizasyonu izleyerek, 42°C de 90' uy-
gun proplarla HT icinde hibridizasyon (20
pmol/10 ml) yapildi. Hibridizasyonu izleye-
rek yapilan ilk yikama 5XSSC, %0.1 SDS
ile oda sicakliginda, kritik olan 2. yikama ise
proplarin Tm degerlerine uygun 1silarda,

proplarin Tm degerlerinin 1-2 derece altinda
1silarda 1XSSC, %0.1 SDS iginde 2 kez 15
ya da 1 kez 30 dakika siireyle yapildi. Tab-
lolarda proplar i¢in uygulanan yikama isilar
gosterilmigtir, Bu asamada 5XSSC ile oda
1sisinda yikanan membranlar 6zgiin baglan-
manin gosterilmesinden Once bloke edici
madde (BA) ile kaplandi. Bunu izleyerek
gosterme iglemi i¢in biotine baglanan strep-
tavidin-peroksidaz kompleksi 1:7000 tam-
pon 1 (0.15 M NaCl, 0.1 M Tris baz, pH
7.5) icinde sulandirilarak membranlarla oda
sicakliginda inkiibe edildi (Amersham),
membranlar tampon 2 (0.4 M NaCl, 0.1 M
Tris baz, pH 7.5) ile yikand1 ve peroksidaz
enziminin luminesan veren 6zgilin substratini
iceren sistemle islendi. Bu amagla "enhan-
ced chemoluminescence"” sistemi {ireticilerin
Onerdigi gibi kullanildi (Amersham). Memb-
ranlar 5-10 dakika siireyle radyolojik filme
maruz birakildi ve sinyaller film banyosunu
izleyerek okundu.

Membranlar yeniden kullamilmak iizere dnce
5XSSC ile yikandi, sonra 0.1X SSC,
%0.1SDS ile 65°C de 1 saat inkiibe edildi ve
sonra yine yikanarak HT icinde bekletildi.

Gen frekanslan (gf), sayilarak bulunan feno-
tip frekanslari (ff) ile gf = ( (1-ff) formdiliine
gore hesaplandi.

BULGULAR

HLA-C geninin incelenmesinde kullanilan
PZR-DOO proplarla hibridizasyon deneyle-
rinde PZR yi izleyerek hibridizasyonlarda,
ozellikle dizileri agisindan benzerlik goste-
ren Cw*0202 ile Cw*1202 ve Cw*1203
alellerini ayrigtiran bir grup prop (C3E12,
C3E1203, C3A212, C3G2612 ve C3H2)
igin, hibridizasyonlar farkli kogullarda yine-
lendi. Bu lokus icin tanimlanan sinirh sayida
probun bazilar icin pozitif kontrol DNA or-
neklerinin olmamasi, sonuglarin degerlendi-
rilmesinde tek bir probun reaksiyonuna bagl
olarak birkag alelin ayrigtirimasi zoruniulu-
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Tablo 1. HLA-C lokusu proplarimin Tm degerleri, yikama 1stlari ve reaksiyon paterni

C

C C J|C C

C J|IC|3 G|3[C|C C 3

2 CIE|3|G Ci1|A[3]3 2 CiC|C|G
E|C{C{C|3/1]A}2(C |37 |7T|G|G|C|C|C|H{C|C|C|3]|3[3]8
A{212(3|Ej212/6(3|J{710|71/2|3[3|313|3[3|DJA[C]|O
LIGIG|A{1}j0|1 |1 |H|1}1|2|1|6/DIHIK|O0|CJA[BS5S}{1(1]1
L1210} 213)2/2{2|7{2{3|6|A|6|3|3|3({A[4[4]|8])4[5]|3

Tm 56 (56154154 (5656 |56|56]56]54|54]|54156(54156[56]54|54[54]56|36|54|56(54]|54
Yikama {55 (54|54|54|58155]|58|58{58|55{55]55]|58(55{54(55|54[55{55{55(58|5554(54]55

1012 | #0101/2
#0201/2 #0201/2
#1701 #1701
#0302 #0302
#0303 #0303
#0304 +0304
*0401/2 #0401/2
#0701 #0701
#0702 #0702
#0703 #0703
#0704 #0704
#0501 #0501
#0801/3 *0801/3
#0802 #0802
0602 | #0602
#1601 #1601
#1602 #1602
+1603 #1603
#1201 #1201
+1202 #1202
#1203 #1203
#1301 #1301
+1401/2 #1401/2
1403 | *1403
S1S01/2/305 | *1501/2/3/5
" | *1504

gu bu lokusta sonug alinmasini zorlastird:
(Bkz. Tablo 1).

Bu grupta incelenen toplam 153 6rnekte sap-
tanan alel dagilim Tablo 2 de gosterilmekte-
dir. Toplam 22 gesit alel ya da alel grubu
gosterilmistir. Tablo 1 de gosterilen reaksi-
yon paterninde goriildiigii gibi kullanilan
proplarla ayrigtirtlmast olanagi olmayan

aleller yaninda, heterozigot 6rneklerde pa-
ternlerin Ortligmesine bagli olarak da ayrig-
tirma sinirlanmaktadir. Ornegin Cw*0701
ile Cw*0704 alelleri eger diger HLA-C aleli
Cw*0602 ise birbirinden ayridedilememek-
tedir. Ortlisen paternler ve uygulanan yonte-
min sinirhliklart HLA Toplant1 kitabinda ay-
rintili olarak gosterilmistir ), Incelenen
grupta toplam 11 DNA 6rneginde ancak tek
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Tablo 2. HLA-C sonuglar1: Fenotip (ff) ve gen (gf) frekanslari gdsterilmigtir

N ft n gf SIKLIK SIRASI
HLA-C 153 306 0.176 1
*0401/2/3 49 0.320 53 0.114 2
*0701/5 33 0.216 33 0.111 3
*02021/2 32 0.209 33 0.082 4
*0602 24 0.157 24 0.075 5
*0702 22 0.144 22 0.068 6
*0102/3 20 0.131 23 0.061
#0303 8 0.118 18 0.061 ‘
*0501 18 0.118 19 0.057
%12021/2 17 0.111 19 0.040
*1402/3 12 0.078 12 0.037
*1203 11 0.072 11 0.030
*0704 9 0.059 9 0.030
*0802 9 0.059 9 0.013
*1602 4 0.026 4 0.010
*0703 3 0.020 3 0.010
*1504/5 3 0.020 3 0.010
*1701/2 3 0.020 3 0.007
*0302 2 0.013 2 0.007
*0304 2 0.013 2 0.007
*1601 2 0.013 2 0.003
*0801/3 1 0.007 1 0.003
*15051/2 1 0.007 1
*1301 0 0
*1502/3 0 0
1801 0 0
*0701/2/3/5 58 0379 58 0.212
bir aleli diisiindiiren reaksiyon paterni goz- (gf=0.082), Cw*01 (gf=0.075) ve

lenmesi bu DNA 6rneklerinin “"homozigot"
olmas: seklinde degerlendirildi.

HLA-C alellerinden incelenen 6rnek gru-
bunda en sik rastlanan Cw*04 grubu oldu,
bu grubun gen frekanst (gf) 0.176 olarak
saptandi. Cw*0401, *0402 ve *0403 alelle-
rini kapsayan bu gruba uygun reaksiyon pa-
terni toplam 49 DNA orneginde gosterildi.
Bu grubun ayristirtlmasi uygulanan yéntem-
le olanakli degildir. Ikinci siklikla rastlanan
HLA-C aleli Cw*0202 aleli olmus, bu alelin
gf= 0.111 olarak hesaplanirken, toplam 32
DNA 6rneginde rastlandi. Bunlari izleyerek
sirastyla Cw*0701/5 (gf=0.114), Cw*0602

Cw*0102/3 (gf=0.068) alelleri gosterildi.

TARTISMA

Bu calismada Tiirkiye popiilasyonundan
rastgele segilen, saglikli ve akraba olmayan
bir grupta MHC sinif I grubundan HLA-C
geni molekiiler yontemlerle arastirilmig, bu
lokusdaki alel dagilimi belirlenmigtir,

Caligma Tiirkiye popiilasyonu HLA dagilim
konusunda ayrmtili bir incelemeyi olustur-
maktadir, Caligmada incelenen 6rnek grubu
yalnizca Istanbul'da yagayan kisilerden olug-
turulmus olup Tiirkiye popiilasyonunun tii-




miinii temsil etmiyor sayilabilir. Ancak Is-
tanbul'un Tiirkiye agisindan tagidi1 6nem ve
g6¢ merkezi olarak rolii gézoniine alindigin-
da, bu gehirde yapilan rastgele bir drnekle-
menin oldukga iyi bir temsil iglevi yerine ge-
tirebilecegi kabul edilebilir.

HLA-C geninin molekiiler DNA y&ntemleri
ile incelenbilmesi 1996 yilinda yapilan
XIL.HLA Toplantisinda ilk defa yapilmigtir.
Toplant: kapsaminda ¢ok sayida ¢rnekte uy-
gulanmis ve HLA-C alellerinin ayristiriimast
olanakli olmustur. Ozellikle serolojik olarak
degerlendirilmesi olanagi ¢ok az olan HLA-
C polimorfizminin DNA yo6ntemleri ile aras-
tirtlabilmesi bu Toplantinmn en 6nemli katki-
larindan biri olmustur @), Bu sayede incele-
nen ¢ok sayida etnik toplulukta en yiiksek
siklikla rastlanan alellerin topluca degerlen-
dirilmesi en sik rastlanan HLA-C alellerinin
sirastyla Cw*07G1, Cw*04G1, Cw*0602,
Cw*08, Cw*0304 ve Cw*0202 oldugunu
gostermigtir D, Bu siralama ile Tiirkiye'de
elde edilen dagilimin benzerlikleri 6zellikle
gozlenmektedir. HLA-C sonuclarinda en sik
rastlanan alel grubunun Cw*04 oldugu belir-
tilmigtir. Bu calismada sonuclarda
Cw*07G1 grubu Cw*0701/5, Cw*0702,
Cw*0703 ve Cw*(0704 altgruplarina ayrigti-
rilarak degerlendirilmistir ve bu sekilde
Cw*0701/5 alelleri 3.siklikta bulunmustur.
Ancak Toplant: kapsaminda yapildig: gibi
Cw*07G1 (Cw*0701, *0702, *0703, *0705)
grubunun gen frekansina bakilirsa, bu gru-
bun Tiirkiye'de incelenen 6rnek grubunda da
0.212 alel frekansi ile ilk sirada yer aldif1
gortilmektedir. Bunu izleyerek Cw*04Gl1
grubu 2.siklikta saptanmugtir.

Komsu tilkelerde saptanan HLA-C dagilimi
ile Tiirkiye bulgular: kargilastirildiginda Yu-
nanistan'da en sik rastlanan HLA-C aleli
Cw*07, bunu izleyerek Cw*04 ve Cw*12
olarak bildirilmistir . Akdeniz ilkelerin-
den italyada, Portekizde ve Sardunya ada-
sinda da en stk HLA-C aleli Cw*07 ve
Cw*04 gruplar1 olup, Sardunya'da Cw*05
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ve Italya'da ve Portekiz'de Cw*06 bunlari iz-
lemektedir, Yakm iilkelerden Bulgaristan'da
da Cw*07 en sik, bunu izleyerek Cw*04 ve
Cw*12 gelmektedir @, Urdiin'liilerde ise
Cw*0502 en stk olup, bunu Cw*0401 ve
Cw*0602 izlemektedir (7,

Bizim bulgularimizda ilk iki alel agismdan
tiim komsu tilkelerle benzerlikler gostermek-
le birlikte, 3.siklikla rastladigimiz Cw*0202
alelinin siklig1, bildirilen komsu etnik grup-
lardan farkli olarak, yiiksek bulunmugtur. Bu
bulgu HLA Toplantisinda incelenen kiigii-
ciik (n=11) "Pavia" toplulugunda da benzer
sekilde yiiksek bulunmugtur ®),

Sonug olarak HLA-C alelleri tilkemizde cev-
re etnik topluluklar ile benzerlik gostermek-
tedir. Caligmanin sonuglart HLA ile hastalik
iligkilerinin aragtirilmalarinda, organ ve ke-
mik iligi transplantasyonlarinda referans
olusturmasi agilarindan yararl olacaktir.
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